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Zusammenfassung
Zusammenfassung
Der Tetrapyrrolbiosyntheseweg führt zu wichtigen Endprodukten wie Häm und Chlorophyll
(Chl). Das gemeinsame Vorstufenmolekül aller Tetrapyrrole ist die 5-Aminolävulinsäure (ALA),
die in Pflanzen über den C5-Weg in drei enzymatischen Schritten aus Glutamat synthetisiert
wird. Das erste spezifische Enzym der ALA-Synthese und somit auch der Tetrapyrrolbiosynthe-
se ist die Glutamyl-tRNA Reduktase (GluTR). Sie unterliegt als Schlüsselenzym einer strengen
Regulation auf transkriptioneller und posttranslationaler Ebene.
Aufgrund der unterschiedlichen Expression der HEMA-Gene in Arabidopsis wird ein differen-
zieller Beitrag der beiden GluTR-Isoformen zu den Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese
vermutet. Analysen von knockout-Mutanten gaben Aufschluss darüber, inwiefern die beiden
Isoformen den Verlust des jeweils anderen kompensieren können. Die knockout-Mutante von
HEMA1 zeigte einen blassgrünen Phänotyp, war nicht mehr in der Lage photoautotroph zu
wachsen und demonstrierte daher eine essentielle Rolle der GluTR1 gegenüber GluTR2, wohin-
gegen hema2 -Mutanten einen wildtypartigen Phänotyp aufzeigten. Doppel-knockout-Mutanten,
die nur noch ein intaktes HEMA2 -Allel besaßen, zeigten im Vergleich zu hema1 -Mutanten un-
veränderten Mengen an Häm, woraus geschlossen werden kann, dass unter Limitierung der
ALA-Synthese die Versorgung der Hämsynthese mit Vorstufenmolekülen sichergestellt wird. Die
Überexpression von HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors führte zur vollständigen
Komplementation von hema1 und verdeutlicht, dass GluTR2 ebenfalls zur Chl-Synthese beisteu-
ern kann und nicht exklusiv die Produktion von Häm sichert. Nach verlängerten Dunkelphasen
zeigten die HEMA2 -Überexpressoren im Vergleich zum Wildtyp eine verstärkte Akkumulation
von Protochlorophyllid (Pchlid), sodass eine unterschiedliche FLU-vermittelte Dunkelrepression
der ALA-Synthese für die beiden GluTR-Isoformen postuliert wird.
Die Bedeutung der N-terminalen GluTR-Domäne in der posttranslationalen Regulation der
ALA-Synthese wurde durch BiFC-Analysen und Komplementationsversuche aufgeklärt. BiFC-
Analysen zeigten eine Interaktion der N-terminalen Domäne der GluTR1 mit Proteinen des Clp
Protease Systems und dem GluTR-Bindeprotein (GBP). Veränderte GluTR-Stabilitäten in gbp-
Mutanten lassen eine schützende Funktion des GBP gegenüber dem Abbau des Proteins postu-
lieren. Die Expression einer N-terminal verkürzten GluTR1 komplementierte hema1 -Mutanten
vollständig. Die in diesen Pflanzen und in clp-Mutanten beobachteten erhöhten GluTR1-Protein-
stabilitäten im Dunkeln lassen einen Abbau der GluTR durch Clp Proteasen vermuten, bei dem
der N-Terminus des Enzyms für die Substraterkennung notwendig zu sein scheint. Die Detektion
von erhöhten Pchlid-Mengen als Folge der erhöhten Proteinstabilität in Linien, die die verkürz-
te GluTR1 exprimierten, demonstriert erstmals die Bedeutung einer kontrollierten Proteolyse
der GluTR in der Regulation der ALA-Synthese. Es wird ein Modell vorgeschlagen, in dem die
konkurrierende Interaktion des GBP und einzelner Untereinheiten der Clp Protease um die Bin-
dung an die N-terminale Region der GluTR1 die Stabilität und damit den Gehalt der GluTR1
regulieren, und die Akkumulation von phototoxischen Intermediaten der Tetrapyrrolbiosynthese
unterbinden, sowie eine bedarfsgerechte Synthese von Häm und Chl gewährleisten.
Schlagworte: ALA-Synthese, GluTR, FLU-vermittelte feedback-Inhibierung, posttranslationale
Regulation, plastidäre Clp Proteasen, N-end rule angelehnter Abbauweg
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Abstract
Abstract
In plants 5-aminolevulinic acid (ALA) is the common precursor of all tetrapyrrols and formed
from glutamate in three enzymatic steps via the C5 pathway. Glutamyl-tRNA reductase (GluTR)
is the initial enzyme of ALA synthesis and thus tetrapyrrole biosynthesis. The most important
control point of the tetrapyrrole biosynthesis pathway is the synthesis of ALA and GluTR is the
key enzyme, which is tightly regulated at the transcriptional and posttranslational level.
Due to the different expression of HEMA genes in Arabidopsis, a differential contribution to the
synthesis of tetrapyrrole endproducts is proposed for GluTR1 and GluTR2. Analysis of knockout
mutants gave some indications of how the isoforms can compensate each other. I introduced a
new knockout mutant of HEMA1 that was pale-green and not able to grow photoautotrophi-
cally, indicating that the remaining GluTR2 does not sufficiently compensate ALA synthesis
for the extensive needs of chlorophyll (Chl). In contrast, hema2 mutants were wild-type-like.
While hema1 accumulated low amounts of Chl, it contained more than half of the wild-type
heme content. Double mutants, containing only one intact HEMA2 allele, showed a further
reduction in Chl content whereas the heme content remained unchanged, demonstrating that
under conditions of increasingly limiting ALA formation, a preferential supply of ALA for heme
formation is facilitated. Overexpression of HEMA2 under control of the HEMA1 promoter com-
plemented hema1, indicating that GluTR2 can likewise be involved in the synthesis of Chl and
is not exclusively assigned to heme synthesis. The overexpression of HEMA2 caused elevated
protochlorophyllide (Pchlide) levels under extended dark periods that lead to the formation of
necrotic leaf tissues upon light exposure, proposing that the two GluTR isoforms experience a
different FLU-mediated repression of ALA synthesis in darkness.
The function of the N-terminal region of GluTR1 in posttranslational regulation has been ana-
lyzed by BiFC analysis and complementation experiments of hema1. BiFC analysis showed an
interaction of the N-terminal region of GluTR1 with the GluTR binding protein (GBP) as well
as with proteins of the Clp protease system. Mutants of GBP revealed a decreased GluTR1 sta-
bility during the dark period, indicating a protective role of GBP against proteolysis of GluTR1
in darkness. The expression of a GluTR1 lacking the N-terminal amino acid residues success-
fully complemented hema1. These plants as well as clp mutants revealed an increased GluTR1
stability in darkness, suggesting a degradation of the protein through Clp proteases. Thereby,
the N-terminal region of GluTR1 seems to be necessary for the recognition by Clp proteins.
The observed high amount of truncated GluTR1 in transformed hema1 mutants was caused
by the increased GluTR1 stability and lead to an accumulation of Pchlide in prolonged dark
periods, demonstrating the importance of a controlled proteolysis of GluTR in the regulation
of ALA synthesis. It is proposed that the binding of GBP and Clp proteins to the N-terminal
region of GluTR1 balances the degradation and thus the life-time of GluTR1 and prevents ac-
cumulation of photoreactive chlorophyll precursors and ensures adequate synthesis of heme and
chlorophyll.
keywords: ALA synthesis, GluTR, FLU-mediated feedback inhibition, posttranslational regu-
lation, plastidic Clp proteases, N-end rule like pathway
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Einleitung
1 Einleitung
Tetrapyrrole sind eine Klasse von chemischen Verbindungen, die aus vier Pyrrol-Ringen bestehen
(Abb. 1.1 B). Die Pyrrol-Ringe, die sich jeweils aus vier Kohlenstoff- und einem Stickstoffatom
zusammensetzen (Abb. 1.1 A), sind dabei direkt oder durch eine Kohlenstoffatombrücke mitein-
ander linear oder zyklisch verbunden. In zyklischen Tetrapyrrolen können die in das Zentrum des
makrozyklischen Ringes zeigenden Stickstoffatome Metallionen wie Eisen, Nickel, Cobalt oder
Magnesium binden oder chelatieren.
Abb. 1.1: Struktur des Pyrrol-Ringes und eines Tetrapyrrols. (A) Pyrrole sind zykli-
sche Moleküle aus vier Kohlenstoff- und einem Stickstoffatom. (B) Protoporphyrin IX ist ein
Tetrapyrrol, bei dem alle Pyrrol-Ringe durch eine Kohlenstoffatombrücke zyklisch miteinander
verbunden sind.
Tetrapyrrole spielen eine entscheidende Rolle in verschiedenen biologischen Prozessen, wozu bei-
spielsweise die Photosynthese und Respiration zählen. Höhere Pflanzen produzieren vier Klassen
von Tetrapyrrolen: Chlorophyll (Chl), Häm, Sirohäm und Phytochromobilin.
Chl ist ein Tetrapyrrol, bei dem die Pyrrol-Ringe zyklisch miteinander verbunden sind. Außerdem
zeichnet sich Chl durch ein zentrales Mg2+-Ion, eine Phytolkette und einen charakteristischen
fünften Ring aus (Abb. 1.2 A). In Pflanzen zählen Chle zu den vorherrschenden Tetrapyrrolen
und spielen eine entscheidene Rolle in der Photosynthese. Als photosynthetische Pigmente ab-
sorbieren sie die Energie des Lichts und transferieren diese zu den Reaktionszentren, in denen
die Ladungstrennung erfolgt. Cyanobakterien, Algen und Pflanzen synthetisieren Chl a und pro-
duzieren Sauerstoff als Nebenprodukt der Photosynthese.
Chl b unterscheidet sich von Chl a in einer Seitenkette des Grundgerüsts durch den Austausch
einer Methyl- in eine Formylgruppe (Abb. 1.2 A). Pflanzen und einige Cyanobakterien (Pro-
chlorophyten) sowie Algen (Chlorophyta) besitzen Chl b. Andere Algen nutzen hingegen Chl c
(z. B. Phaeophyta) oder Chl d (Rhodophyta) anstelle von Chl b, die sich in weiteren Seitenket-
ten von Chl a und Chl b unterscheiden. In einigen Cyanobakterien (Acaryochlorophyten) wurde
Chl d als vorrangiges Pigment identifiziert (Miyashita et al. 1997). Vor Kurzem wurde Chl f in
Cyanobakterien nachgewiesen, die aus Stromatolithen isoliert wurden (Chen et al. 2010).
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Photosynthesetreibende Bakterien, die keinen Sauerstoff produzieren, synthetisieren hingegen
eine große Anzahl an unterschiedlichen Typen (a-g) von Bakteriochlorophyll (BakterioChl), die
sich in weiteren Seitenketten von den verschiedenen Chlorophyllen unterscheiden (zusammen-
gefasst in Senge & Smith 1995, Willows 2003, Chew & Bryant 2007). BakterioChl a ist das
vorrangige Pigment in Purpurbakterien und grünen Schwefelbakterien.
Die leicht variierende Struktur der verschiedenen Chl- und BakterioChl-Typen und ihre damit
verbundenen unterschiedlichen Absorptionseigenschaften ermöglichen den photosynthetischen
Organismen, Lichtenergie aus unterschiedlichen Wellenlängen zu gewinnen.
Phycobiline sind lineare Tetrapyrrole und werden von Cyanobakterien und Rhodophyta produ-
ziert. Die wichtigsten Vertreter sind Phycocyanobilin und Phycoerythrobilin. Als Chromophore
in Phycobilisomen erweitern sie das Spektrum des für die Photosynthese nutzbaren Sonnenlichts.
Das lineare Tetrapyrrol Phytochromobilin, das unter anderem in Pflanzen zu finden ist, dient
als Chromophor des lichtperzipierenden Phytochroms und ist für die Umweltwahrnehmung von
Bedeutung.
Abb. 1.2: Struktur von Chlorophyll a/b und Häm b. (A) Chl a enthält an Position R
(dargestellt in rot) eine Methylgruppe (CH3), Chl b hingegen eine Formylgruppe (CHO). (B)
Häm b besitzt im Gegensatz zu Chl ein zentrales Fe2+-Ion.
Häme sind zyklische Tetrapyrrole, die ein zentrales Fe2+-Ion besitzen und sich untereinander
in ihren funktionellen Gruppen, die an das Porphyringerüst gebunden sind, unterscheiden. In
Pflanzen, Tieren und Bakterien findet sich Häm als prosthetische Gruppe von Proteinen und
ist an zahlreichen biochemischen Prozessen wie Respiration, Abbau reaktiver Sauerstoffspezies
(Katalasen, Oxidasen und Peroxidasen), Detoxifikation (Cytochrom P450), Stickstofffixierung
(Nitrogenase) und Sauerstofftransport (Hämoglobin) beteiligt.
Häm b (Abb. 1.2 B) entsteht durch den Einbau eines zweiwertigen Eisens in Protoporphyrin IX
mit Hilfe der Ferrochelatase (Kap. 1.1.3). Es dient unter anderem als prosthetische Gruppe in der
Succinat-Dehydrogenase und Cytochrom-c-Reduktase, die eine wichtige Rolle in der mitochon-
drialen Atmungskette besitzen. Häm a und c entstehen aus Häm b und sind als prosthetische
Gruppe der Cytochrom-c-Oxidase und Cytochrom c ebenfalls Bestandteil der mitochondrialen
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Atmungskette. Während Häm c kovalent an die Thiolgruppen von Cysteinresten im Protein
gebunden ist, ist dies bei Häm a und b auf nicht-kovalente Weise der Fall.
Wie Häm besitzt auch Sirohäm ein zentrales Eisen-Ion im geschlossenen Tetrapyrrol-Ring. Es
stellt eine prosthetische Gruppe von Ferredoxin-Nitrit- (in Pflanzen, Algen und Cyanobakteri-
en) und Sulfitreduktasen (in Pflanzen und Bakterien) dar, die eine Rolle in der Stickstoff- bzw.
Schwefelassimilation spielen.
Weitere Tetrapyrrole sind Cobalamine (z. B. Vitamin B12), die nicht in Pflanzen vorkommen
(Oertli 1987), und das in methanogenen Archaeen nachgewiesene Coenzym F430, das an der Me-
thanogenese beteiligt ist. Tetrapyrrole sind daher in vermutlich allen Lebensformen vorhanden
und als Cofaktoren und prosthetische Gruppen an essentiellen Stoffwechselprozessen beteiligt.
1.1 Die Tetrapyrrolbiosynthese
Abb. 1.3: Vereinfachte Übersicht über den Tetrapyrrolbiosyntheseweg. Erläuterun-
gen zu den einzelnen Reaktionsschritten befinden sich im Text.
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Die vier Klassen der Tetrapyrrole in Pflanzen stammen aus einem gemeinsamen Syntheseweg
(Abb. 1.3).
Der Tetrapyrrolbiosyntheseweg lässt sich in vier Abschnitte einteilen: Die Synthese der 5-Amino-
lävulinsäure (ALA), die anschließende Synthese von Protoporphyrin IX (Proto IX), bei der ne-
benbei Uroporphyrinogen III als Substrat für die Sirohäm-Bildung entsteht, und schließlich die
Aufspaltung des Biosynthesewegs in einen Fe-Zweig mit der Synthese von wichtigen Endproduk-
ten wie Häm und Phytochromobilin, und einen Mg-Zweig, der zur Bildung von Chlorophyllen
führt (Tanaka et al. 2011).
Der Tetrapyrrolbiosyntheseweg ist stark konserviert, sodass die Hämsynthese zum Beispiel in al-
len lebenden Organismen mit Ausnahme einiger Archaeen größtenteils identisch abläuft (Grimm
2003, Storbeck et al. 2010).
1.1.1 Die Synthese der 5-Aminolävulinsäure
ALA ist der erste universelle Vorläufer der Tetrapyrrole und kann auf zwei verschiedenen Wegen
(Abb. 1.4) synthetisiert werden (Kannangara et al. 1994, Hunter & Ferreira 2011).
Abb. 1.4: Die zwei Synthesewege der 5-Aminolävulinsäure. (Oben) Im C5-Weg ent-
steht ALA in drei Schritten aus Glutamat. Dabei wird Glutamat im ersten Schritt aktiviert
und anschließend zu Glutamat-1-Semialdehyd reduziert. Anschließend entsteht ALA durch eine
intermolekulare Transaminierung. (Unten) Im Shemin-Weg entsteht ALA durch eine Konden-
sationreaktion von Succinyl-CoA und Glycin katalysiert durch die ALA Synthase.
Mitglieder der α-Gruppe der Proteobakterien (dazu zählen photosynthetische Bakterien der
Gattungen Rhodobacter, Rhodopseudomonas und Rhodospirillum und nicht-photosynthetische
Gattungen wie Agrobacterium, Rhizobium und Bradyrhizobium) und alle eukaryotischen Orga-
nismen, die keine Chloroplasten besitzen (Tiere, Pilze, Hefen), synthetisieren ALA über den
sogenannten Shemin-Weg (Shemin & Russell 1953, Gibson et al. 1958, Kikuchi et al. 1958). Hier
erfolgt in einem Schritt die Kondensation von Succinyl-CoA und Glycin zu ALA unter Abspal-
tung von CO2, katalysiert durch die 5-Aminolävulinsäure Synthase (ALA Synthase) (Ferreira
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& Gong 1995, Hunter & Ferreira 2009).
Beim C5-Weg beginnt die Synthese von ALA hingegen bei Glutamat (Beale & Castelfranco
1974, Beale et al. 1975, Meller et al. 1975). Diesen Syntheseweg findet man bei Pflanzen, Algen,
Archaeen und allen Bakterien, die nicht zu der α-Gruppe der Proteobakterien gehören (Huang &
Wang 1986, Avissar et al. 1989, Beale & Weinstein 1990). Im ersten Schritt wird Glutamat durch
die Ligation mit tRNAGlu aktiviert (Kannangara et al. 1984; siehe Kap. 1.2.1). Das entstandene
Produkt kann nun als Substrat der (plastidären) Protein- oder Tetrapyrrolbiosynthese dienen
(Kannangara et al. 1994, Jahn et al. 2006). Im letzteren Fall wird die α-Carboxylgruppe des ak-
tivierten Glutamats reduziert und es entsteht Glutamat-1-Semialdehyd (GSA) (Pontoppidan &
Kannangara 1994; siehe Kap. 1.2.2). Im letzten Schritt entsteht ALA durch die Transaminierung
von GSA mit Hilfe der Glutamat-1-Semialdehyd Aminotransferase (GSA-AT) (Kannangara &
Gough 1978; siehe Kap. 1.2.4).
In dem Bakterium Streptomyces nodosus (Petrícek et al. 2006) und in der Grünalge Scene-
desmus obliquus (Klein & Senger 1978, Drechsler-Thielmann et al. 1993) wurde sowohl der
Shemin-, als auch der C5-Weg nachgewiesen. Der C5-Weg der ALA-Synthese wird als der evo-
lutionär ältere Weg angesehen, da die Glutamyl-tRNAGlu als Relikt der RNA-Welt vermutet
wird, während Succinyl-CoA erst spät in der Evolution des Krebs-Zyklus auftritt. Des Weiteren
weist die strukturelle Verwandtschaft der ALA Synthase mit GSA-AT darauf hin, dass sie aus
dieser hervorgegangen ist (Schulze et al. 2006, Hunter & Ferreira 2011).
1.1.2 Die Synthese von Protoporphyrin IX
Im zweiten Abschnitt der Tetrapyrrolbiosynthese ensteht in einer Kondensationsreaktion, kata-
lysiert durch die ALA Dehydratase, aus zwei Molekülen ALA das Monopyrrol Porphobilinogen
(PBG). Anschließend werden vier Moleküle PBG mit Hilfe der Hydroxymethylbilan-Synthase po-
lymerisiert und das lineare Tetrapyrrol Hydroxymethylbilan entsteht. Uroporphyrinogen III ist
das erste ringförmige Pyrrol in diesem Syntheseweg und entsteht aus Hydroxymethylbilan durch
die Uroporphyrinogen III Synthase. Uroporphyrinogen III und die meisten der darauffolgenden
Intermediate des Tetrapyrrolbiosynthesewegs sind photosensitizer und in der Lage Singulett-
Sauerstoff zu generieren (Reinbothe et al. 1996, op den Camp et al. 2003; siehe Kap. 1.3).
An dieser Stelle verzweigt sich der Syntheseweg zum ersten Mal und Uroporphyrinogen III wird
durch die Uroporphyrinogen III Methyltransferase methyliert. Das Produkt dient anschließend
zur Generierung von Sirohäm und Häm d mit zentralem Eisenatom, oder zum Coenzym F430
durch die Insertion eines zentralen Nickel-Ions, oder zu einem Cobalamin mit zentralem Cobalt-
Ion (z. B. Vitamin B12 in Bakterien) (Diekert et al. 1987, Leustek et al. 1997, Raux et al. 1999).
Uroporphyrinogen III kann aber auch in weiteren Schritten, die Decarboxylierungen und Oxi-
dationen beinhalten, zur Synthese von Proto IX verwendet werden. Im ersten Schritt wird Uro-
porphyrinogen III an allen vier Pyrrolringen durch die Uroporphyrionogen III Decarboxylase
decarboxyliert. Das gebildete Coproporphyrinogen III wird anschließend an zwei Propionsäure-
Gruppen durch die sauerstoffabhängige Coproporphyrinogen Oxidase (CPOX) decarboxyliert
und Protoporphyrinogen IX (Protogen IX) entsteht. Im letzten Schritt dieses Teilabschnittes
der Tetrapyrrolbiosynthese erfolgt die Oxidierung des Protogen IX zum Proto IX durch die Pro-
togen IX Oxidase (PPOX).
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Die einzelnen Reaktionsmechanismen und die daran beteiligten Enzyme werden detailliert in
zahlreichen Übersichtsartikeln beschrieben (Beale 1999, Yaronskaya & Grimm 2006, Tanaka &
Tanaka 2007, Tanaka et al. 2011).
1.1.3 Der Häm-/Bilin-Zweig
Nach dem zweiten Abschnitt der Tetrapyrrolbiosynthese spaltet sich diese auf (Abb. 1.3) und
das gebildete Proto IX dient als Substrat für die Synthese von Häm und Bilin (Fe-Zweig) oder
Chl (Mg-Zweig; Kap. 1.1.4).
Der Häm-/Bilin-Zweig beginnt mit der Insertion von Fe2+ in Proto IX durch die Ferrochelata-
se (FeCh) wodurch Protohäm entsteht (Häm b). Aus Häm b können alle anderen bekannten
Häm-Typen gebildet werden mit Ausnahme von Häm d, das eine wichtige Rolle in Bakterien bei
Sauerstoffmangel hat (siehe Kap. 1.1.2). Die in Pflanzen notwendigen Synthesewege zur Gene-
rierung von Häm a und Häm c aus Häm b sind bisher noch nicht beschrieben (Tanaka & Tanaka
2007).
In Pflanzen, Bakterien und einigen Pilzen ist Häm b außerdem Ausgangspunkt für die Synthese
von Phytochromobilin und Phycobilinen (zum Beispiel Phycocyanobilin und Phycoerythrobi-
lin), die die Chromophore des Photorezeptors Phytochrom und der Phycobilisomen darstellen
(Sidler 1994, Lamparter 2004). Im ersten Schritt katalysiert die Häm-Oxygenase die oxida-
tive Ringöffnung von Protohäm wodurch das Fe-Ion entfernt wird (Davis et al. 1999, Terry
et al. 2002). Das entstandene Biliverdin IXα wird entweder durch Ferredoxin-abhängige Re-
duktasen zu Phycocyanobilin und Phycoerythrobilin reduziert (Brown et al. 1990, Beale &
Cornejo 1991a, b, c), oder aber durch eine Phytochromobilin-Synthase in Phytochromobilin
umgewandelt (McDowell & Lagarias 2001, Kohchi et al. 2001, Muramoto et al. 2005). Das pri-
märe Produkt der Phytochromobilin-Synthase ist hierbei das 3Z-Isomer von Phytochromobilin
während 3E-Phytochromobilin als unmittelbarer Vorläufer des gebundenen Chromophors des
Phytochroms gilt (Terry et al. 1995). Bisher ist nicht bekannt, ob die Isomerisierung durch ein
Enzym katalysiert wird oder spontan abläuft (Terry et al. 2002, Tanaka et al. 2011).
1.1.4 Der Chlorophyll-Zweig
Der Chl-Syntheseweg beginnt wie der Häm-/Bilin-Zweig (Kap. 1.1.3) mit der Insertion eines
Metallions in Proto IX durch eine Metallchelatase. Dieser Syntheseweg läuft in allen photosyn-
thetischen Organismen ab und führt zu den Endprodukten Chl bzw. BakterioChl (Abb. 1.3).
Alle ablaufenden Reaktionen und beteiligten Enzyme des Chl-Zweigs wurden in der Vergangen-
heit mehrfach zusammengefasst (Beale 1999, Willows 2003, Tanaka & Tanaka 2006, Bollivar
2006, Tanaka & Tanaka 2007, Masuda 2008, Tanaka et al. 2011).
Im ersten Schritt des Chl-Zweigs kommt es zur ATP-abhängigen Insertion eines Mg2+-Ions in
Proto IX. Diese Reaktion wird von der Magnesiumchelatase (MgCh) katalysiert, die aus den
drei Untereinheiten ChlH, ChlI und ChlD (bzw. BchH, BchI und BchD in Organismen, die Bak-
terioChl synthetisieren) besteht (Walker & Willows 1997). Während die Untereinheit ChlH die
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eigentliche katalytische Reaktion ausführt, bilden ChlI und ChlD einen Komplex und aktivieren
ChlH (Willows 2003).
Das Produkt der ersten Reaktion der Chl-Biosynthese, Mg-Protoporphyrin IX (Mg-Proto IX),
wird anschließend in Mg-Protoporphyrin IX Monomethylester umgewandelt. Die Mg-Protopor-
phyrin IX Methyltransferase katalysiert diese Reaktion, bei der eine Methylgruppe vom S-Adeno-
syl-L-methionin auf eine Carboxylgruppe in Mg-Proto IX übertragen wird. Im nächsten Schritt
erfolgt eine oxidative Zyklierung und 3,8-Divinyl Protochlorophyllid entsteht mit dem für (Bak-
terio)Chl typischen fünften Ring. In Pflanzen übernimmt eine sauerstoffabhängige Mg-Proto-
porphyrin IX Monomethylester Cyclase (MgCy) diese Reaktion, während Purpurbakterien und
Cyanobakterien sowohl eine sauerstoffabhängige als auch eine sauerstoffunabhängige MgCy be-
sitzen (Beale 1999, Ouchane et al. 2004).
Das Divinyl Protochlorophyllid wird im nachfolgenden Schritt durch eine NADPH-abhängige
Divinyl-Reduktase zum Protochlorophyllid (Pchlid) reduziert. Der D-Ring von Pchlid wird an-
schließend durch die Protochlorophyllid Oxidoreduktase (POR) reduziert und Chlorophyllid
(Chlid) a entsteht. Es existieren zwei verschiedene Typen der POR. Die licht- und NADPH-
abhängige POR besteht aus einer Untereinheit und ist in allen Organismen zu finden, die Chl
synthetisieren (Heyes & Hunter 2005). Alle (Bakterio)Chl-synthetisierenden Organismen mit
Ausnahme der Angiospermen besitzen des Weiteren eine lichtunabhängige POR, die aus meh-
reren Untereinheiten besteht und den Nitrogenasen ähnelt (Fujita & Bauer 2003). Diese Orga-
nismen sind dadurch in der Lage, Chl auch in Dunkelheit zu synthetisieren. In Angiospermen
ist die lichtabhängige POR das einzige vorhandene Enzym zur Reduktion von Pchlid (Masu-
da & Takamiya 2004), sodass die Tetrapyrrolbiosynthese in diesen Organismen einer strengen
Regulation bedarf (Kap. 1.3).
Im letzten Schritt der Chl-Biosynthese wird Chlid a am D-Ring durch die Chlorophyll-Synthase
mit einem Phytol verestert und Chl a entsteht. Die Chl-Synthase kann sowohl Phytol-Pyro-
phosphat als auch Geranylgeranyl-Pyrophosphat als Substrat akzeptieren, wobei die Chl-Syn-
thase in Arabidopsis thaliana bevorzugt Geranylgeranyl-Pyrophosphat verwendet (Oster & Rüdi-
ger 1997). Da für die Ausbildung stabiler Chl-Protein-Komplexe phytyliertes Chl Voraussetzung
ist, muss das synthetisierte Geranylgeranyl-Chl durch eine Geranylgeranyl-Reduktase anschlie-
ßend weiter reduziert werden.
Die Umwandlung von Chlid a in Chl a ist bereits Teil des sogenannten Chl-Kreislaufs. Chlid a
kann durch die Chlorophyllid a Oxygenase (CAO) zu Chlid b oxidiert werden. Von den Organis-
men, die oxygene Photosynthese betreiben, synthetisieren nur Landpflanzen, einige Algen und
einige wenige Gruppen der Cyanobakterien (Prochlorophytes) Chl b. Die durch CAO vermittelte
Synthese von Chlid b aus Chlid a läuft in zwei Schritten ab, bei denen das Zwischenprodukt
7-Hydroxymethyl-Chlorophyllid a entsteht (Oster et al. 2000). Chlid b wird anschließend durch
die Chl-Synthase phytyliert und Chl b entsteht. Chl b kann wiederum reversibel zu Chl a umge-
wandelt werden über 7-Hydroxymethyl-Chl a. Diese Reaktionen werden von der Chl b-Reduktase
und der 7-Hydroxymethyl-Chl a-Reduktase ausgeführt.
Der Chl-Kreislauf wird durch die Chlorophyllase geschlossen, die die Phytolkette von Chl a ent-
fernt wodurch wieder Chlid a entsteht, das als Substrat der Chl-Synthase oder der CAO zur
Verfügung steht (Rüdiger 2002). Daher können Pflanzen ihren Gehalt an Chl b erhöhen selbst
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wenn die de novo-Synthese von Chlid a inhibiert ist (z. B. in Dunkelheit).
Weitere Chle entstehen entweder direkt aus Chl a (Chl d; Beale 1999) oder aus Vorläufermole-
külen von Chl a (Chl c; Helfrich et al. 2003).
BakterioChle sind die Photosynthesepigmente (Antennenpigmente) der photosynthetischen Bak-
terien. Es existiert eine große Anzahl an verschiedenen Bakteriochlorophyllen und ihre Struktu-
ren sowie die an der Synthese beteiligten Gene werden in zahlreichen Übersichtsartikeln zusam-
mengefasst (Alberti et al. 1995, Senge & Smith 1995, Smith 2003, Willows 2003, Bollivar 2006).
Viele biochemische Schritte der Synthese von BakterioChl sind noch nicht im Detail bekannt.
1.1.5 Die intrazelluläre Lokalisation der Tetrapyrrolbiosynthese in Pflanzen
Während die Tetrapyrrolbiosynthese in tierischen Zellen sowohl im Cytosol als auch in den Mit-
ochondrien stattfindet, sind in Pflanzen die an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligten Enzyme
vorwiegend in den Plastiden lokalisiert (Tanaka & Tanaka 2007, Tanaka et al. 2011). Diese Loka-
lisation ist nicht überraschend angesichts der Endprodukte Sirohäm und Chl, die ausschließlich
in den Plastiden benötigt werden. Enzyme, die für die Phytochromobilin-Synthese benötigt wer-
den, sind ebenfalls in den Plastiden lokalisiert (Kohchi et al. 2001), obwohl die Bindung des
Chromophors an sein Apoprotein im Cytosol stattfindet (Terry et al. 2002). Die exakte Lokali-
sation der Häm-Synthese ist hingegen ungeklärt. Für die letzten drei Enzyme der Häm-Synthese
(CPOX, PPOX und FeCh) wurde eine Kolokalisation in den Plastiden und Mitochondrien vor-
geschlagen (Jacobs & Jacobs 1987, Smith et al. 1993, Lindemann et al. 2004, Williams et al.
2006, Frank et al. 2007). Aufgrund vieler Unstimmigkeiten ist jedoch noch immer unklar, ob
bzw. an welchem Schritt ein Teil der Häm-Synthese in die Mitochondrien abzweigt, um den
mitochondrialen Bedarf an Häm zu decken. Unbestritten ist, dass alle Syntheseschritte bis hin
zum Coproporphyrinogen III ausschließlich in Chloroplasten stattfinden.
Die Lokalisation der Tetrapyrrolbiosynthese innerhalb der Plastiden lässt sich weiter präzisieren.
Aufgrund der hydrophilen Eigenschaften der Intermediate finden die ersten Schritte der Tetra-
pyrrolbiosynthese bis zur Synthese von Protogen IX im Stroma der Plastiden statt, während die
nachfolgenden Enzyme, die die Synthese der hydrophoben Intermediate katalysieren, membran-
gebunden sind (Eckhardt et al. 2004, Masuda & Fujita 2008, Joyard et al. 2009, Mochizuki et
al. 2010, Tanaka et al. 2011).
Sowohl an der Thylakoidmembran als auch an der Hüllmembran der Plastiden konnte eine
PPOX-Aktivität gemessen werden (Matringe et al. 1992). Das Enzym selbst konnte in beiden
Kompartimenten detektiert werden (Watanabe et al. 2001, Joyard et al. 2009). Obwohl die
FeCh ebenfalls in Thylakoid- und Hüllmembran detektiert wurde (Suzuki et al. 2002), zeigen
Proteomanalysen ausschließlich eine Lokalisation an der Thylakoidmembran (Joyard et al. 2009).
Enzyme aus dem Chl-Zweig sind ebenfalls an die Thylakoid- und Hüllmembran gebunden (Joyard
et al. 2009). Tottey et al. (2003) schlagen vor, dass die Enzyme der Chl-Synthese je nach Loka-
lisation in der Thylakoid- oder Hüllmembran Chl für unterschiedliche Chl-bindenden Proteine
(z. B. Proteine der Kernkomplexe oder der Lichtsammelkomplexe) beisteuern. Die Bedeutung
der dualen Lokalisation vieler Enzyme der Tetrapyrrolbiosynthese innerhalb der Chloroplasten
ist noch nicht abschließend geklärt und verlangt weitere Untersuchungen.
– 8 –
Einleitung
Erwähnenswert ist die Beobachtung, dass einige Enzyme der Tetrapyrrolbiosynthese Protein-
komplexe bilden, wodurch ein effizientes Channeling der Substrate ermöglicht wird (Kap. 1.2.5).
Durch diese Interaktion können Enzyme, die die ersten Schritte der Tetrapyrrolbiosynthese
katalysieren, an die Plastidenmembran verankert werden. Zum Beispiel wird ein kleiner Teil
der Glutamyl-tRNA Reduktase (GluTR) vermutlich durch ein kürzlich identifiziertes GluTR-
Bindeprotein (GBP; siehe Kap. 1.3.2.3) an die Thylakoidmembran gebunden (Czarnecki et al.
2011). Die Entdeckung des GBP unterstützt damit die Idee von spezifischen ALA-Pools für die
Synthese von Chl bzw. Häm (Huang & Castelfranco 1990, Joyard et al. 2009).
1.2 Der C5-Weg der ALA-Synthese
Die ALA-Synthese verläuft in Pflanzen über den C5-Weg (Kap. 1.1.1). Alle daran beteiligten
Enzyme sind löslich und im Stroma der Plastiden lokalisiert, mit Ausnahme eines Teils der
GluTR, der vermutlich über das GBP an die Membran gebunden wird (Kap. 1.1.5).
Nachfolgend werden die einzelnen Schritte und daran beteiligten Enzyme näher betrachtet.
1.2.1 Die tRNAGlu und die Glutamyl-tRNA Synthetase
Die in den Plastiden lokalisierte Glutamyl-tRNA Synthetase (GluRS) aktiviert Glutamat sowohl
für die ALA-Synthese als auch für die Proteinbiosynthese in den Plastiden (Kumar et al. 1996a,
Beale 1999).
Wie alle Aminoacyl-tRNA Synthetasen benötigt die GluRS eine Aminosäure (Glutamat) und
die zugehörige tRNA (tRNAGlu) als Substrat. In zwei Schritten, die ein ternäres Zwischenpro-
dukt aus Enzym, tRNAGlu und Aminoacyl-adenylat beinhalten, wird unter ATP-Verbrauch die
tRNAGlu mit Glutamat acyliert (Freist et al. 1997). Die bisher untersuchten Glutamyl-tRNA
Synthetasen höherer Pflanzen werden im Cytoplasma synthetisiert, in die Chloroplasten trans-
portiert und als Homodimer in den Plastiden wirksam (Ratinaud et al. 1983, Andersen 1992).
Eine Aufgabe der plastidären GluRS in der Proteinbiosynthese ist außerdem die Ligation von
Glutamat an tRNAGln, um anschließend in Glutamin durch die Glutamat-Amidotransferase
umgewandelt zu werden (Schön et al. 1988a), da es in sämtlichen organellären Systemen keine
Glutaminyl-tRNA Synthetase gibt (Rogers & Söll 1995).
Im Gegensatz zur GluRS wird die tRNAGlu höherer Pflanzen, die auch in die ALA-Synthese
involviert ist, auf der Chloroplasten-DNA kodiert. Sie dient ebenfalls als Substrat für die plas-
tidäre Proteinbiosynthese. Es kommt sowohl im Licht als auch in Dunkelheit zur Expression
des tRNAGlu-Gens. In Cucumis sativus konnte jedoch gezeigt werden, dass die Expressionslevel
dieses Gens und anderer plastidärer tRNAs in ergrünenden Kotyledonen höher sind im Vergleich
zu etioliertem Gewebe (Masuda et al. 1992). Die tRNAGlu zeichnet sich durch die spezifische
Anticodon-Sequenz UUC aus.
Das Anticodon der Gersten-tRNAGlu, die in der Tetrapyrrolbiosynthese genutzt wird, enthält in
der ersten Position das modifizierte Nukleosid 5-Methylaminomethyl-2-thiouridin (Schön et al.
1988b). Es wird vermutet, dass der Redox-Status dieses Nukleosids eine wichtige Rolle in der
Regulation der ALA-Synthese darstellt, da die oxidierte Form, die in Dunkelheit vorliegt, nicht
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mehr in der Lage ist mit Glutamat zu reagieren. Im Licht entsteht wieder die reduzierte Form
der tRNAGlu, wodurch die Aktivität wiederhergestellt wird (Kannangara et al. 1994).
1.2.2 Die Glutamyl-tRNA Reduktase
Das zweite Enzym der ALA-Biosynthese ist die Glutamyl-tRNA Reduktase (GluTR). Sie ka-
talysiert NADPH-abhängig die Reduktion der tRNA-ligierten α-Carboxylgruppe von Glutamat
zu einer Aldeyhd-Gruppe wodurch Glutamat-1-Semialdehyd entsteht (Abb. 1.4). Hierbei han-
delt es sich um den ersten Enzymschritt, der spezifisch für den Tetrapyrrolbiosyntheseweg ist.
Zugleich stellt diese Reaktion den ratenlimitierenden Schritt der Synthese der Tetrapyrrole dar
und bedarf daher einer strengen Regulation (Kap. 1.3).
In Angiospermen wird die GluTR von einer kleinen HEMA-Genfamilie kodiert und alle bisher
untersuchten höheren Pflanzen besitzten wenigstens zwei HEMA-Gene (Tanaka et al. 1997).
Gene, die die im Shemin-Weg benötigte ALA Synthase kodieren, tragen ebenfalls den Namen
hemA, sind jedoch phylogenetisch nicht mit den hemA-Genen, die für die GluTR kodieren,
verwandt.
Die GluTR ist in der Lage, die Glutamyl-tRNAGlu aufgrund einer Reihe von Basen als Substrat
zu erkennen (Stange-Thomann et al. 1994, Willows et al. 1995, Randau et al. 2004). In Euglena
gracilis führt die Mutation einer einzelnen Base der plastidären tRNAGlu dazu, dass diese nicht
mehr als Substrat der GluTR erkannt wird obwohl sie weiterhin in der Proteinsynthese genutzt
werden kann (Stange-Thomann et al. 1994).
Die rekombinante Expression der GluTR aus dem thermophilen Archaeon Methanopyrus kand-
leri in Escherichia coli gab zahlreiche Aufschlüsse über den genauen Mechanismus der durch die
GluTR katalysierten Reaktion (Moser et al. 1999). So wird für die GluTR-vermittelte Reduk-
tion der Glutamyl-tRNA nur NADPH und weder Häm, Flavin oder Metallionen benötigt. Bei
Abwesenheit von NADPH weist die Methanopyrus GluTR eine Esterase-Aktivität auf und hy-
drolysiert Glutamyl-tRNA in Glutamat und tRNAGlu. Häm, Schwermetalle und Zn2+ inhibieren
jedoch das Enzym. Mit Hilfe des Inhibitors Glutamycin, einem Substratanalogon, konnte die
Bedeutung einer intakten chemischen Bindung zwischen Glutamat und tRNAGlu für die Sub-
straterkennung bestätigt werden.
Aufgrund von chemischen Modifikationen und ortsspezifischen Mutagenesen der GluTR konnte
geschlussfolgert werden, dass die hochreaktive Sulfhydrylgruppe eines konservierten Cysteins
(Cys-48) einen nukleophilen Angriff auf die α-Carboxylgruppe des tRNAGlu-gebundenen Gluta-
mats ausübt (Moser et al. 1999). Dadurch entsteht ein Enzym-lokalisiertes Thioester-Zwischen-
produkt und die tRNAGlu wird freigesetzt. In Anwesenheit von NADPH kommt es zu einer
Übertragung eines Hydridions auf das thioestergebundene Glutamat, wahrscheinlich vermittelt
durch His-84, und Glutamat-1-Semialdehyd entsteht. Die Arbeiten von Moser et al. (1999) wur-
den durch Analysen der E. coli GluTR bestätigt (Schauer et al. 2002).
Im Gegensatz zur GluTR aus Methanopyrus gibt es einige Beispiele von rekombinanten GluTR-
Proteinen, die Häm enthalten (Vothknecht et al. 1996, Vothknecht et al. 1998, Srivastava &
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Beale 2005, Srivastava et al. 2005). Es wird eine inhibierende Funktion des Häms auf die GluTR-
Aktivität vermutet (Kap. 1.3.2.1). Vothknecht et al. (1996) schlagen außerdem eine Funktion
des gebundenen Häms beim Elektronentransport vom NADPH zur Glutamyl-tRNA vor. Bisher
konnten keine der postulierten Funktionen des Häms endgültig bewiesen werden.
Moser et al. (2001) gelang schließlich die Aufklärung der Kristallstruktur der GluTR von Me-
thanopyrus in einem Komplex mit dem Inhibitor Glutamycin, das dem eigentlichen Substrat
der GluTR ähnelt (Moser et al. 1999). Die GluTR formt ein V-förmiges Dimer mit Hilfe der
C-terminalen Dimerisierungsdomäne (Abb. 1.6; im Komplex mit GSA-AT). Jedes Monomer be-
steht aus einer katalytischen Domäne am N-Terminus, in der Glutamycin kokristallisiert vorliegt,
gefolgt von der NADPH-bindenden Domäne und der C-terminalen Dimerisierungsdomäne. Die
drei Domänen sind über eine spinale α-Helix miteinander verbunden. Der vorgeschlagene Reak-
tionsmechanismus der GluTR und die Überlegungen zur tRNAGlu-Erkennung werden von der
Kristallstruktur bestätigt (Moser et al. 2002, Schubert et al. 2002).
Es ist anzumerken, dass M. kandleri weder Häm enthält, noch in der Lage ist, dieses zu syn-
thetisieren. Die biochemischen Daten, die aus dieser GluTR gewonnen wurden, sind somit nicht
repräsentativ für andere Organismen (Moser et al. 1999, Srivastava et al. 2005).
1.2.3 Die GluTR in Arabidopsis
Die HEMA-Gene aus Arabidopsis wurden durch die funktionellen Komplementation der hemA-
Mutante in E. coli entdeckt (Ilag et al. 1994). Es existieren drei kernlokalisierte HEMA-Gene,
die für die verschiedenen Isoformen der GluTR kodieren: HEMA1 (At1g58290 ; Ilag et al. 1994),
HEMA2 (At1g09940 ; Kumar et al. 1996b) und HEMA3 (At2g31250 ; Arabidopsis Genome In-
itiative 2000).
Anhand der von der HEMA1 -Gensequenz aus A. thaliana abgeleiteten Aminosäuresequenz, wur-
de ein Protein von ungefährt 60 kDa vorhergesagt. Das aufgereinigte und rekombinant in E. coli
exprimierte Protein (GluTR1) hatte eine molekulare Masse von 53 kDa (Ilag et al. 1994).
Zhao et al. (2014) ist es gelungen die GluTR von Arabidopsis zusammen mit dem GBP zu kris-
tallisieren (Abb. 1.5). Der Aufbau des GluTR-Dimers ähnelt der bereits beschriebenen Struktur
der GluTR aus Methanopyrus (Moser et al. 2001). Das GBP bindet direkt in der entstandenen
Lücke des V-förmigen GluTR-Dimers, von der zuvor vermutet wurde, dass sie von GSA-AT
besetzt wird (Moser et al. 2001, Schubert et al. 2002). Diese Beobachtung steht im Widerspruch
zu der Annahme, dass das GBP nicht mit der Interaktion der GluTR mit GSA-AT interferiert
und daher vermutlich an die NADPH-bindende Domäne der GluTR (Czarnecki & Grimm 2013)
bzw. die Dimerisierungsdomäne (Richter & Grimm 2013) bindet.
In der vorliegenden Struktur der Arabidopsis GluTR konnte eine Verdrehung der spinalen
α-Helix beobachtet werden, die die C-terminale Dimerisierungsdomäne, die N-terminale ka-
talytische Domäne und die NADPH-bindende Domäne jedes Monomers miteinander verbindet.
Diese Verdrehung bestätigt das zuvor bei der Analyse der Kristallstruktur der GluTR aus Me-
thanopyrus postulierte Kippen der NADPH-bindenden Domäne, das den Hydridtransfer vom
NADPH zum Thioester-Zwischenprodukt erst möglich macht (Moser et al. 2001, Schubert et al.
2002).
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Abb. 1.5: Der GluTR-GBP Komplex in A. thaliana. (Oben) Schematische Übersicht
über die verschiedenen Domänen der GluTR und des GBP (hier GluBP genannt). Die GluTR
besteht aus einer katalytischen Domäne gefolgt von der NADPH-bindenden Domäne und ei-
ner C-terminalen Dimerisierungsdomäne, die die Bildung eines V-förmigen Dimers ermöglicht.
(Unten) Das dimere GBP bindet über seine C-terminale Domäne symmetrisch an die kata-
lytischen Domänen des GluTR-Dimers. Die Farben spiegeln die jeweiligen Domänen wider.
Entnommen und modifiziert aus Zhao et al. 2014
Die GluTR in Arabidopsis unterscheidet sich weiterhin von der aus Methanopyrus aufgrund
einer N-terminalen Verlängerung (Vothknecht et al. 1998). Diese N-terminale Region (Häm-
Bindedomäne – HBD; Vothknecht et al. 1998) sowie die C-terminale Domäne (FLU-Binde-
domäne – FBD; Goslings et al. 2004) der Arabidopsis GluTR spielen vermutlich eine Rolle bei
der Interaktion mit Faktoren, die eine Funktion in der posttranslationalen Regulation haben
(Kap. 1.3).
1.2.4 Die Glutamat-1-Semialdehyd Aminotransferase
Das dritte und letzte Enzym der ALA-Biosynthese ist die GSA Aminotransferase (GSA-AT), die
die Transaminierungsreaktion von GSA zu ALA katalysiert. Die Synthese von ALA läuft hierbei
nicht in einem Schritt ab, sondern beinhaltet zwei nacheinander ablaufende Transaminierungs-
reaktionen (Mau & Wang 1988, Mayer et al. 1993). Im ersten Schritt wird eine Amino-Gruppe
vom Cofaktor Pyridoxaminphosphat (PMP) auf das Substrat GSA übertragen und ein Diamino-
Zwischenprodukt sowie Pyridoxalphosphat (PLP) entsteht. Anschließend wird die ursprüngliche
Aminogruppe des GSA auf das PLP übertragen, wodurch PMP regeneriert wird und ALA ent-
steht (Smith et al. 1998).
In Arabidopsis wurden zwei Gene detektiert, die für verschiedene Isoformen kodieren: GSA1
(At5g63570 ; Ilag et al. 1994) und GSA2 (At3g48730 ; Ilag et al. 1994). Die Expression dieser
Gene ist in allen Organen nachweisbar und läuft im Licht verstärkt ab (Ilag et al. 1994, Matsu-
moto et al. 2004; überprüft mit ePlant).
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Das Enzym ist innerhalb der Pflanzen stark konserviert, zeigt ähnliche molekulare Massen von
ungefähr 45 kDa (Tanaka et al. 2011) und liegt in vivo als Dimer vor (Grimm et al. 1989). Die
dreidimensionale Struktur der GSA-AT von Synechococcus sp. PCC 6301 offenbarte ein Dimer
mit einer leichten Asymmetrie (Hennig et al. 1997, Stetefeld et al. 2006). Aufgrund dieser drei-
dimensionalen Struktur wurde vermutet, dass GSA-AT einen Komplex mit der GluTR bildet,
der die Freigabe der hochreaktiven Aldehyd-Gruppe des GSA durch direktes Channeling des
Intermediates von der GluTR zur GSA-AT verhindert (Moser et al. 2001). Neueste Kristall-
strukturen der GluTR aus Arabidopsis (Zhao et al. 2014) widersprechen diesem Modell (siehe
Kap. 1.2.3).
1.2.5 Das Konzept des Metabolic Channeling in der ALA-Synthese
Abb. 1.6: GluTR-GSA-AT-Komplex. Der postulierter Komplex aus dem V-förmigen
GluTR-Dimer von M. kandleri und dem GSA-AT-Dimer aus Synechococcus (hier GSAM ge-
nannt) ermöglicht eine gerichtete Überführung des Intermediates. Das Modell lässt sich ohne
sterische Konflikte durch die E. coli tRNAGlu ergänzen. Entnommen aus Moser et al. 2001
Obwohl jede der drei Reaktionen der ALA-Synthese unabhängig von den anderen ablaufen kann,
wird eine Interaktion der Enzyme vermutet. So wird die Aktivität der GluTR in Chlamydomonas
reinhardtii zum Beispiel durch die Anwesenheit von Glutamat, ATP und der GluRS stimuliert
(Krishnasamy & Wang 1990). Es konnte gezeigt werden, dass die GluTR von C. reinhardtii
einen Komplex mit GluRS in Anwesenheit der Glutamyl-tRNA bildet (Chen et al. 1990, Jahn
1992). Ein Komplex aus diesen beiden Enzymen vereinfacht das Channeling der Glutamyl-
tRNA in Richtung der ALA-Synthese und reguliert die konkurrierende Beteiligung der GluRS
an der Proteinsynthese (Beale 1999). Dennoch müssen diese bisherigen Ergebnisse mit Vorsicht
betrachtet werden, da die GluTR als besonders „klebrig“ in Proteinaufreinigungen bekannt ist
(Rieble & Beale 1992).
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Die Klärung der Kristallstruktur der GluTR von M. kandleri führte wie bereits geschildert zur
Vermutung, dass das Enzym einen Komplex mit GSA-AT eingeht (Moser et al. 2001). Durch
die V-förmige Struktur des GluTR-Dimers entsteht eine Tasche, in die das GSA-AT Dimer aus
Synechococcus (Hennig et al. 1997, Stetefeld et al. 2006) eingefügt werden kann (Abb. 1.6).
Physikalische und kinetische Interaktionen zwischen der GluTR und GSA-AT wurden mit re-
kombinanten Proteinen von C. reinhardtii (Nogaj & Beale 2005) und E. coli (Lüer et al. 2005)
gezeigt und unterstützen dieses Modell. Innerhalb des postulierten Komplexes (Abb. 1.6) liegen
sich die katalytische Domäne der GluTR und das aktive Zentrum der GSA-AT direkt gegenüber
wodurch eine gerichtete Überführung des Intermediates ermöglicht würde. Dieses direkte Chan-
neling des GSA von der GluTR zum nachfolgenden Enzym GSA-AT würde einer Freisetzung
der hochreaktiven Aldehyd-Gruppe des Intermediates an die wässrigen Umgebung verhindern.
Die von Zhao et al. (2014) vorgestellte Kristallstruktur der GluTR aus Arabidopsis widerspricht
diesem Modell, da der dabei beobachtete Komplex mit dem GBP die postulierte Bindung von
GSA-AT verhindern würde.
1.3 Regulation der Tetrapyrrolbiosynthese
Die an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligten Enzyme unterliegen einer strengen Regulation,
um die Synthese von Endprodukten an die Anforderungen der Zelle anzupassen. Der Bedarf an
Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese variiert stark zwischen verschiedenen Geweben und
abhängig vom jeweiligen Entwicklungsstadium. Chl liegt zum Beispiel nur in Zellen vor, die
Photosynthese betreiben, wohingegen Häm in allen Zellen benötigt wird. Bei der Deetiolierung
kommt es daher zu einem dramatischen Anstieg an Chl-Mengen, während der Bedarf an Häm
konstant bleibt (Castelfranco & Jones 1975).
Einige Intermediate sowie Endprodukte der Tetrapyrrolbiosynthese sind phototoxisch und ge-
nerieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) im Licht wie 1O2, O2-, H2O2 und OH· (Reinbothe
et al. 1996, He et al. 1996, Triantaphylidès & Havaux 2009, Busch & Montgomery 2015). Das
abundanteste Tetrapyrrol in Pflanzen, das als Photosensibilisator agieren kann, ist Chl (Li et
al. 2009). Chl a kann nach Absorption eines Photons aufgrund seiner besonderen Umgebung im
Reaktionszentrum von Photosystem I bzw. II ein Elektron abgeben und dadurch die photosyn-
thetische Elektronentransportkette einleiten. Die unkontrollierte Abgabe der Anregungsenergie
führt hingegen zur Bildung von ROS, wobei Singulettsauerstoff vermutlich am häufigsten ent-
steht (Triantaphylidès et al. 2008). Singulettsauerstoff ist hoch reaktiv und hat zum Beispiel eine
beeinträchtigende Wirkung auf Lipide und biologische Membranen, da Biomoleküle mit Doppel-
bindungen besonders stark angegriffen werden (Ricchelli 1995, Triantaphylidès & Havaux 2009).
Singulettsauerstoff führt zu weiteren Zellschäden bis hin zum ROS-vermittelten Zelltod (Vavi-
lin & Vermaas 2002, Apel & Hirt 2004, Kim et al. 2012, Laloi & Havaux 2015). Intermediate
der Tetrapyrrolbiosynthese liegen im Gegensatz zu Chl oft ungebunden vor und sind daher im
Licht potentiell zerstörerischer (Triantaphylidès & Havaux 2009), sodass Akkumulationen von
Intermediaten nach Belichtung oft zu nekrotischen Schädigungen der Blätter führen (Hansson
et al. 1997). Die Regulation eines jeden Enzyms der Tetrapyrrolbiosynthese muss daher gut
koordiniert werden, um die Akkumulation von freien Tetrapyrrolen, die photochemische und
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photophysikalische Eigenschaften aufweisen, zu vermeiden.
Die Endprodukte der Tetrapyrrolbiosynthese fungieren in der Regel als Cofaktoren. Nitrit-
und Sulfitreduktasen benötigen Sirohäm, Phytochromobiline sind die Chromophore des Phy-
tochroms, Häm ist unter anderem Cofaktor von Katalasen und Chl kommt ausschließlich gebun-
den an Chl-bindende Proteine vor. Dementsprechend muss die Synthese der Tetrapyrrole mit der
Synthese der entsprechenden Apoproteinen zeitlich und räumlich koordiniert werden, um die Ak-
kumulation von freien Tetrapyrrolen zu unterbinden. Da die Enzyme der Tetrapyrrolbiosynthese
kernkodiert sind, die Gene einiger Chl-bindender Proteine jedoch im Plastom lokalisiert sind, ist
hierbei eine Koordination der Expression beider Genome notwendig (Plumley & Schmidt 1995,
Nott et al. 2006, Hoober et al. 2007).
In Pflanzen wird der Tetrapyrrolbiosyntheseweg durch mehrere regulatorische Mechanismen ge-
steuert. Dabei gilt die ALA-Synthese als wichtigster Kontrollpunkt der gesamten Tetrapyrrol-
synthese und der Influx in den Biosyntheseweg limitiert letztlich die Gesamtmenge an gebildeten
Endprodukten in der Pflanzenzelle (Grimm 2003, Moulin & Smith 2005, Tanaka & Tanaka 2007,
Masuda & Fujita 2008, Tanaka et al. 2011).
Füttert man in Dunkelheit angezogene Keimlinge mit ALA, so kommt es zu einer Akkumula-
tion von Pchlid, da die nachfolgende Umwandlung in Chlide lichtabhängig ist (Sisler & Klein
1963, Nadler & Granick 1970, Castelfranco et al. 1974, Reinbothe & Reinbothe 1996). Dieser
Versuch zeigt, dass alle Enzyme, die zur Synthese von Pchlid benötigt werden, in ausreichenden
Mengen vorkommen, und die Synthese von ALA daher den ratenlimitierenden Schritt der Te-
trapyrrolbiosynthese darstellt. Die NADPH-abhängige Reduktion der Glutamyl-tRNA ist unter
den drei enzymatischen Schritten der ALA-Synthese der wichtigste in Bezug auf die Regulation
des Stoffwechselweges. Es ist der erste Schritt, der ausschließlich der Tetrapyrrolbiosynthese zu-
geordnet werden kann, da die vorherige Ligation der tRNAGlu mit Glutamat ebenfalls Substrate
für die Proteinsynthese der Plastiden liefert. Außerdem kann die Umwandlung von Glutamat-
1-Semialdehyd in ALA aufgrund der Instabilität des Substrates auch ohne Hilfe der GSA-AT
erfolgen (Mayer et al. 1994). Die sich daraus ergebene Schlüsselrolle der GluTR in der Regulation
der Tetrapyrrolbiosynthese wird in flu-Mutanten von A. thaliana deutlich, in denen es aufgrund
einer fehlerhaften Repression der GluTR-Aktivität in Dunkelheit zu einer Akkumulation von
Pchlid kommt (Goslings et al. 2004; siehe Kap. 1.3.2.2).
Des Weiteren ist die Regulation von Enzymen an Verzweigungspunkten des Biosyntheseweges
von Bedeutung, da diese um das gleiche Substrat konkurrieren.
Grundsätzlich können regulatorische Mechanismen auf zwei Ebenen angreifen.
Die erste Ebene der Regulation besteht aus der transkriptionellen Aktivierung und Hemmung
von Genen, die in den Metabolismus der Tetrapyrrole involviert sind, wodurch die Verfügbarkeit
von Enzymen des Stoffwechselweges gesteuert wird. Licht stellt dabei den wichtigsten Stimulus
für die transkriptionelle Regulation dar (Ujwal et al. 2002). Blaulichtrezeptoren (Cryptochrome),
Phytochrome und die endogene Uhr vermitteln das Lichtsignal und steuern die Expression der
am Tetrapyrrol-Metabolismus beteiligten Gene (McCormac et al. 2001). Neuere Untersuchun-
gen zeigen, dass Phytohormone und Stresssignale ebenfalls die Expression dieser Gene regulieren
(Nagai et al. 2007). Die transkriptionelle Kontrolle variiert ebenfalls abhängig vom Zelltyp und
Entwicklungsstadium.
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Posttranskriptionelle Regulationen des Tetrapyrrolmetabolismus, wie RNA-Prozessierung und
sRNA-vermittelte Interferenz, sowie die Regulation der Translation sind kaum untersucht wor-
den (Tanaka et al. 2011).
Dahingegen zeichnet sich die zweite Ebene der Regulation durch eine Vielzahl an posttransla-
tionalen Mechanismen aus, die zum Beispiel die Aktivität beteiligter Enzyme umgehend und
kurzzeitig an den Bedarf an Tetrapyrrolen anpassen. Neben der Aktivität kann auch die Loka-
lisation von Enzymen posttranslational gesteuert werden. Die Proteolyse der Enzyme, die die
Stabilität dieser steuert, stellt das finale Level der posttranslationalen Regulation dar.
Nachfolgend wird die Regulation der ALA-Synthese auf Transkriptions- (Kap. 1.3.1) und post-
translationaler Ebene mit dem Fokus auf die GluTR näher erläutert. Die GluTR-Aktivität wird
durch eine Kombination von drei bisher bekannten Faktoren reguliert: dem feedback-Inhibitor
Häm (Kap. 1.3.2.1; Beale 1999), dem negativen Regulator FLU (Kap. 1.3.2.2; Meskauskiene et
al. 2001, Goslings et al. 2004) und dem „räumlichen Organisator“ GBP (Kap. 1.3.2.3; Czarnecki
et al. 2011). Neueste Experimente deuten ebenfalls auf eine Bedeutung der Proteolyse in der
posttranslationalen Regulation der GluTR hin (Kap. 1.3.3; Nishimura et al. 2013).
1.3.1 Die transkriptionelle Regulation der ALA-Synthese
Die Mehrheit der an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligten Enzyme sind kernkodiert und zeigen
eine gewebe- und entwicklungsspezifische Expression. Das Gen HEMA1 wird in allen Geweben
exprimiert, zeigt jedoch eine verstärkte Expression in photosynthetischen Geweben (Ilag et al.
1994). Die HEMA1 -Expression ist lichtabhängig und der Promotor des Gens zeichnet sich durch
regulatorische cis-Elemente, denen eine Rolle in der lichtabhängigen Regulation zugesprochen
wird, aus (Ilag et al. 1994, McCormac et al. 2001, Matsumoto et al. 2004). In A. thaliana konnte
gezeigt werden, dass die lichtabhängige Expression von HEMA1 durch Phytochrome vermittelt
wird (McCormac et al. 2001). Array-Analysen von Genen, die an der Chl-Synthese beteiligt sind,
konnten nachweisen, dass die Expression nicht nur vom Licht sondern ebenfalls von der zirka-
dianen Uhr kontrolliert wird (Kruse et al. 1997, Papenbrock et al. 1999, Matsumoto et al. 2004).
Außerdem induzieren Cytokinine lichtunabhängig die Genexpression der GluTR in Keimblättern
von C. sativus und Gerste (Masuda et al. 1995, Yaronskaya et al. 2006). In Arabidopsis konnte
eine ähnliche Beobachtung gemacht werden (Tanaka et al. 2011). Das Expressionsmuster von
HEMA1 korreliert mit dem des Gens Lhcb1, das für ein Protein des Lichtsammelkomplexes aus
Photosystem II kodiert (McCormac & Terry 2002, Matsumoto et al. 2004). Diese Beobachtung
verdeutlicht, dass die Tetrapyrrolbiosynthese mit der Synthese von Chl-bindenden Apoproteinen
koordiniert wird (Kap. 1.3). Intakte Chloroplasten sind für die Expression von HEMA1 notwen-
dig, wodurch die Koordination von Kern und Plastiden (retrograde Signale) verdeutlicht wird
(McCormac et al. 2001, McCormac & Terry 2004).
Im Gegensatz dazu wird das zweite Mitglied der HEMA-Genfamilie (HEMA2 ) allgegenwärtig
in der Pflanze, jedoch verstärkt in nicht-photosynthetischem Gewebe exprimiert und seine Ex-
pression ist nicht durch Licht induzierbar (Kumar et al. 1996b, Tanaka et al. 1996, Ujwal et al.
2002). Eine Ausnahme stellen die ersten zwei identifizierten Gene der Gerste dar, die beide in
photosynthetisch-aktivem Gewebe exprimiert werden und eine lichtregulierte Expression zeigen
(Bougri & Grimm 1996). In A. thaliana konnte gezeigt werden, dass die Expression von HEMA2
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in photosynthetischen Geweben durch Stress induzierbar ist (Nagai et al. 2007). Zucker, wie zum
Beispiel Saccharose und Glukose, inhibieren die HEMA2 -Expression lichtunabhängig in Kotyle-
donen, während die zuckerabhängige Hemmung der HEMA1 -Expression in Kotyledonen Licht
benötigt (Ujwal et al. 2002).
Die Abundanz von HEMA1 -Transkriptmengen im grünen Gewebe ist sehr viel höher als die
von HEMA2 -Transkriptmengen (Matsumoto et al. 2004), sodass HEMA1 als dominantes Mit-
glied der HEMA-Genfamilie betrachtet wird. HEMA1 Antisense-Pflanzen in Arabidopsis weisen
daher einen stark reduzierten Gehalt an Chl und nicht-kovalent gebundenem Häm sowie eine
reduzierte ALA-Syntheserate auf (Kumar & Söll 2000). Aufgrund der gewebespezifischen und
lichtabhängigen Expression der HEMA-Gene sowie der unterschiedlichen Abundanz von HEMA-
Transkriptmengen im grünen Gewebe wurde HEMA1 eine stärkere Rolle in der Chl-Synthese
zugesprochen, während die HEMA2 -Expression den Bedarf an Häm, Sirohäm und Phytochro-
mobilinen widerspiegelt (Tanaka & Tanaka 2007).
In einigen höheren Pflanzen konnte ein drittes HEMA-Gen nachgewiesen werden. Das HEMA3 -
Gen der Gerste wird in den Wurzeln exprimiert (Tanaka et al. 1997) und entspricht phylogene-
tisch den HEMA2 -Genen in Pflanzen. HEMA3 wird in A. thaliana aufgrund der Beschaffenheit
der 5’-UTR und der unter allen bisher untersuchten Bedingungen kaum nachweisbaren Expres-
sion als Pseudogen beschrieben (Ujwal et al. 2002, Matsumoto et al. 2004).
Die GSA-AT wird in Arabidopsis durch zwei Gene kodiert (GSA1 und GSA2 ), die eine licht-
abhängige Expression in allen Organen aufweisen (Ilag et al. 1994, Matsumoto et al. 2004). In
C. reinhardtii wurde eine Induktion der Genexpression durch Licht beobachtet, die durch den
Photorezeptor Cryptochrom vermittelt wird (Herman et al. 1999). Hingegen zeigt Licht keinen
Effekt auf die Expression der GSA-AT in C. sativus, während in Gerste sogar ein negativer
Einfluss von Licht auf die Expression beobachtet wurde (Kumar et al. 1996a). Die in Gerste
beobachtete zirkadiane Rhythmik der Expression läuft daher phasenverschoben zur Expression
von HEMA1 ab (Kruse et al. 1997).
Aufgrund der Beteiligung der GluRS an der plastidären Proteinsynthese kann eine für die Tetra-
pyrrolbiosynthese spezifische Expressionskontrolle in Pflanzen ausgeschlossen werden. Gleiches
gilt für die tRNAGlu, die im Gegensatz zur GluRS im Genom der Plastiden kodiert ist. Eine
Tendenz zur erhöhten Expression im Licht konnte für die tRNAGlu in C. sativus gezeigt werden
(Kap. 1.2.1; Masuda et al. 1992).
1.3.2 Die posttranslationale Regulation der ALA-Synthese
Neben der Expressionskontrolle von Enzymen, die eine Rolle in der langfristigen Regulation der
Tetrapyrrolbiosynthese spielt, ist die posttranslationale Regulation von Enzymaktivitäten ent-
scheidend für die Kontrolle des Syntheseweges.
In grünen Keimlingen der Gerste kommt es nach dem Ausschalten des Lichtes innerhalb kür-
zester Zeit zum Erliegen der ALA-Synthese (Richter et al. 2010). Dabei verändern sich die
Proteingehalte der beteiligten Enzyme nicht und nach erneuter Belichtung kommt es innerhalb
weniger Minuten zu einem Anstieg der ALA-Syntheserate. Diese Beobachtung lässt sich nur
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durch eine posttranslationale Regulation der an der ALA-Synthese beteiligten Enzyme erklären.
Posttranslationale Regulationsmechanismen spielen also eine wichtige Rolle in der schnellen und
kurzzeitigen Anpassung der ALA-Synthese.
In Pflanzen werden etliche Signal- und Synthesewege durch feedback- und feedforward-Kontroll-
mechanismen reguliert (Paul & Pellny 2003, Foo et al. 2007). In der Tetrapyrrolbiosynthese
ermöglichen diese Kontrollmechanismen zum Beispiel die Anpassung von frühen und späten
Schritten des Synthesewegs durch posttranslationale Modifikationen beteiligter Enzyme. Außer-
dem werden so retrograde Signale der Tetrapyrrolbiosynthese schnell moduliert, die wiederum
Gene im Kerngenom kontrollieren, sodass die verschiedenen Kontrollmechanismen schließlich
einen ausgeglichen metabolischen Fluss sichern (Mochizuki et al. 2001, Beck & Grimm 2006,
Nott et al. 2006).
1.3.2.1 Posttranslationale Regulation – Feedback-Kontrolle durch Häm Die feedback-
Inhibierung der ALA-Synthese durch Häm wurde zahlreich in Bakterien beobachtet. Mutanten
von Salmonella thyphimurium, die nicht mehr in der Lage sind Häm zu synthetisieren, zeigen
unter Häm-Limitierung eine erhöhte Synthese von ALA (Wang et al. 1997). Diese ist auf einen
erhöhten Gehalt an GluTR aufgrund einer veränderten Proteinstabilität zurückzuführen (Wang
et al. 1999a). Weitere Experimente konnten zeigen, dass die Proteasen Lon und ClpAP sowie die
N-terminale Region der GluTR von S. thyphimurium für die Proteolyse des Enzyms benötigt
werden (Wang et al. 1999a, b). In Salmonella enterica und E. coli wurde ebenfalls beobachtet,
dass Häm die Stabilität der GluTR und folglich die ALA-Synthese reguliert (Wang et al. 1997,
Jones & Elliott 2010).
In aufgereinigten GluTR-Proteinen aus verschiedenen Bakterien konnte gebundenes Häm nach-
gewiesen werden, was die Vermutung einer Häm-vermittelten Regulation der GluTR unterstützt
(Srivastava & Beale 2005, Jones & Elliott 2010, de Armas-Ricard et al. 2011). Neben der Stabili-
tät der GluTR werden auch andere Mechanismen diskutiert, die die Aktivität der GluTR durch
Häm verändern. In Acidithiobacillus ferrooxidans führt die Bindung von Häm vermutlich di-
rekt durch eine Konformationsänderung der GluTR zu einer verringerten Aktivität des Enzyms
(de Armas-Ricard et al. 2011). In E. coli werden hingegen zusätzlich lösliche Proteine benötigt,
damit Häm seinen inhibitorischen Effekt auf die GluTR-Aktivität ausüben kann (Javor & Febre
1992).
In Pflanzen wird ebenfalls eine feedback-Regulation durch Häm vorgeschlagen, allerdings ist bis-
her wenig bekannt über den Mechanismus (Beale 1999). Die Zugabe von Häm zu Zellextrakten
von Chlorella vulgaris (Weinstein & Beale 1985) und intakten Chloroplasten von C. sativus
(Castelfranco & Zheng 1991, Thomas & Weinstein 1992) führte zu einer verringerten Enzy-
maktivität. Später gab es erste Hinweise, dass Häm die GluTR-Aktivität direkt beeinflusst. So
zeigte die aufgereinigte GluTR aus Gerste eine abnehmende Reduktaseaktivität bei steigender
Häm-Konzentration (Pontoppidan & Kannangara 1994, Vothknecht et al. 1996). Rekombinant
exprimierte und aufgereinigte GluTR aus Gerste wies gebundenes Häm auf (Vothknecht et al.
1996). In Arabidopsis konnte ebenfalls eine Inhibierung der GluTR-Aktivität durch Häm be-
obachtet werden (Zhao et al. 2014). Vothknecht et al. (1998) identifizierten am N-terminalen
Ende der Gersten-GluTR eine Verlängerung von ungefähr 30 Aminosäuren, die für die Häm-
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vermittelte Inhibierung der Enzymaktivität notwendig ist (Häm-Bindedomäne – HBD). Diese in
Pflanzen hochkonservierte Verlängerung, die entweder Häm bindet oder für die Häm-vermittelte
Inhibierung notwendig zu sein scheint, ist nicht in Bakterien zu beobachten.
In der aurea- und yellow-green-2 -Mutante der Tomate und der hy1 -Mutante von Arabidopsis
kommt es zu einer Akkumulation von Häm, die die Anreicherung von Pchlid im Dunkeln vermin-
dert (Terry & Kendrick 1999, Montgomery et al. 1999, Goslings et al. 2004). Dennoch fehlt eine
Bestätigung der Häm-vermittelten Regulation der GluTR durch in vivo Experimente. Bisherige
Ergebnisse müssen außerdem mit Vorsicht betrachtet werden, da Häm in Konzentrationen im
µM Bereich unspezifisch verschiedenste Enzyme hemmen kann (Haile et al. 1990, Cornah et al.
2003).
1.3.2.2 Posttranslationale Regulation – Feedback-Kontrolle durch FLU Durch che-
mische Mutagenese von A. thaliana Samen mit Ethylmethansulfonat gelang die Generierung von
Mutanten, deren etiolierte Keimlinge eine starke Rotfluoreszenz nach Illumination mit blauem
Licht aufwiesen (Meskauskiene et al. 2001). Diese Fluoreszenz in den sogenannten flu-Mutanten
(fluorescent in blue light) ist auf die Akkumulation von Pchlid zurückzuführen, die durch eine
erhöhte ALA-Synthese im Dunkeln zustande kommt. In allen Angiospermen ist die lichtabhän-
gige POR der einzige Weg, um Pchlid zu reduzieren (Kap. 1.1.4), sodass Pchlid bei Aufhebung
der Dunkelrepression der ALA-Synthese akkumuliert (Meskauskiene et al. 2001, Meskauskiene
& Apel 2002). Aufgrund der phototoxischen Eigenschaften von Pchlid kommt es nach Belich-
tung der etiolierten Keimlingen zu starken Nekrosen, sodass homozygote flu-Mutanten lediglich
unter Dauerlichtbedingungen überleben können (Meskauskiene et al. 2001). Die flu-Mutanten
in Arabidopsis ähneln in Dunkelheit angezogenen Keimlingen, die mit ALA gefüttert werden
(Granick 1959, Reinbothe & Reinbothe 1996), und etiolierten tigrina-d12-Mutanten der Gerste
(Nielsen 1974). Später stellte sich heraus, dass FLU in Arabidopsis und Tigrina-d12 in Gerste
dasselbe Protein kodieren (Lee et al. 2003).
Das ungefähr 22 kDa große FLU-Protein wird im Kerngenom kodiert und in die Plastiden
transportiert, in denen es membrangebunden vorliegt (Meskauskiene et al. 2001, Kauss et al.
2012). Zhang et al. (2015) identifizierten in der Kristallstruktur der C-terminalen hydrophi-
len Domäne von FLU drei untypische Tetratricopeptid Repeats (TPRs), die für die Interaktion
von FLU mit GluTR1 notwendig sind. In Hefe-2-Hybrid Analysen konnte die Interaktion von
FLU mit GluTR1 (Meskauskiene & Apel 2002) auf die C-terminale Region der GluTR1 (FLU-
Bindedomäne – FBD; Goslings et al. 2004) eingegrenzt werden, wodurch eine Unabhängigkeit der
Häm- und FLU-vermittelten Regulation der GluTR gefolgert wurde. Im Gegensatz zur GluTR1
zeigt GluTR2 keine Interaktion mit FLU (Goslings et al. 2004).
Goslings et al. (2004) gelang die Isolierung einer second-site Mutation (ulf3 ), die in der Lage ist,
den flu-Phänotyp zu unterdrücken. Dabei handelt es sich um eine Mutation des Gens HY1, das ei-
ne Häm-Oxygenase kodiert. Die Reduktion der Aktivität der Häm-Oxygenase in ulf3 -Mutanten
führt zu einer Akkumulation von Häm. Aufgrund der postulierten feedback-Regulation durch
Häm (Kap. 1.3.2.1) wird die GluTR-Aktivität inhibiert und es kommt folglich zu einer Verrin-
gerung der ALA-Syntheserate. In Kombination mit der flu-Mutante unterbindet diese Mutation
die Akkumulation von Pchlid in Dunkelheit und bestätigt, dass beide feedback-Mechanismen
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unabhängig voneinander agieren (Goslings et al. 2004). Diese Daten demonstrierten zum ersten
Mal die feedback-Regulation der GluTR-Aktivität durch Häm auf genetischer Ebene (Tanaka &
Tanaka 2007).
Der genaue Mechanismus der feedback-Regulation durch FLU ist bisher ungeklärt. Kauss et al.
(2012) identifizierten einen Membrankomplex in den Chloroplasten, der neben FLU vier Enzyme
aus der Chl-Synthese beinhaltet (PORB, PORC, Geranylgeranyl-Reduktase und eine Unterein-
heit der MgCy; CHL27). Dieser Komplex wird in Abwesenheit von Licht durch GluTR1 ergänzt.
Aufgrund der Lichtabhängigkeit der POR und der damit verbundenen Akkumulation von Pchlid
im Dunkeln, wird eine Interaktion von FLU mit GluTR1 in Abhängigkeit von der Bindung von
Pchlid an POR postuliert (Kauss et al. 2012). Diese Vermutung wird durch die Beobachtung,
dass die Hemmung der PPOX der Gerste durch das Herbizid Acifluorfen eine Anreicherung von
Pchlid verhindert und zu einer fortlaufenden ALA-Synthese in der Dunkelheit führt (Richter et
al. 2010), unterstützt. Die beobachtete Komplexbildung von FLU mit GluTR1 in der Kokristal-
lisation führte zu der Annahme, dass die Bindung der tRNAGlu an die GluTR bei Interaktion
mit dem FLU-Protein sterisch nicht mehr möglich ist (Zhang et al. 2015).
Die flu-Mutanten zeigten im Licht ebenfalls eine erhöhte ALA-Synthesekapazität und Arabi-
dopsis-Keimlinge, die im Dauerlicht angezogen wurden, wiesen höhere FLU-Proteingehalte auf
als etiolierte Keimlinge (Goslings et al. 2004). Diese Beobachtungen demonstrieren eine weitere,
bisher jedoch unbekannte, Rolle des FLU-Proteins im Licht.
1.3.2.3 Posttranslationale Regulation – Das GluTR-Bindeprotein Kürzlich wurde
mit Hilfe von Hefe-2-Hybrid Analysen ein weiteres Protein identifiziert, das mit der GluTR
interagiert (Czarnecki et al. 2011). Die physikalische Interaktion des sogenannten GluTR-Binde-
proteins (GBP; vorherproton gradient regulation 7 – PGR7) mit der GluTR wurde unter anderem
durch Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) und pull-down Experimente bestätigt
(Czarnecki et al. 2011).
Innerhalb der Plastiden kommt es zu einer räumlichen Trennung einzelner Abschnitte der Te-
trapyrrolbiosynthese (Kap. 1.1.5). Die ersten Schritte laufen im Stroma ab, während Enzyme
des Häm- und Chl-Zweiges vorwiegend membrangebunden vorliegen (Joyard et al. 2009). Das
GBP liegt assoziiert an der Thylakoidmembran vor und bindet einen Teil der GluTR an die
Membranfraktion der Chloroplasten, wodurch eine Separierung von der im Stroma vorliegenden
GluTR ermöglicht wird (Czarnecki et al. 2011). Da das Protein selbst keine Transmembrandomä-
ne aufweist, wird es vermutlich über ein noch unbekanntes Protein an die Membran gebunden.
Die Arabidopsis pgr7 -Mutante, die aufgrund einer Verschiebung des Leserahmens am 3’-Ende
der kodierenden Sequenz vermutlich ein verkürztes Protein synthetisiert (Jung et al. 2010), und
GBP antisense-Mutanten wiesen einen reduzierten Gehalt an Häm auf, wahrscheinlich aufgrund
einer beeinträchtigten Hämsynthese (Czarnecki et al. 2011). Daher wird vermutet, dass die durch
das GBP verursachte Lokalisation der GluTR an die Membran das Channeling von ALA in den
Häm-Zweig fördert. Die Beobachtung, dass das Expressionsmuster des GBP dem der Enzyme
der Hämsynthese glich, bestärkt diese Vermutung (Czarnecki et al. 2011).
Die Aufteilung von ALA in zwei Pools würde eventuell eine parallele und unabhängige Kontrolle
der ALA-Synthese für Häm oder Chl erlauben. Da die Bindung der GluTR an das GBP eine
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weitere Bindung an FLU sterisch und räumlich wahrscheinlich nicht ermöglicht (Czarnecki et
al. 2011, Czarnecki & Grimm 2013), unterbindet die GBP-vermittelte räumliche Separierung
der ALA-Synthese eine komplette Hemmung dieser während der Dunkelheit. Dadurch wird eine
fortlaufende Synthese von ALA für Häm während der Dunkelheit gewährleistet (Czarnecki et
al. 2011, Czarnecki & Grimm 2013).
Zhao et al. (2014) schlagen hingegen eine stimulierende Funktion des GBP auf die GluTR-
Aktivität vor, da in Analysen der Enzymaktivität eine dreifach erhöhte katalytische Effizienz
der GluTR in Anwesenheit des GluTR-Bindeproteins gemessen werden konnte. Die Kristallisa-
tion des Arabidopsis GluTR-GBP-Komplexes (Kap. 1.2.3) zeigt, dass die Bindung des als Dimer
vorliegenden GBP an die GluTR den zweiten Schritt der Glutamyl-tRNAGlu-Reduktion (Über-
tragung des Hybridions auf das thioestergebundene Glutamat; Kap. 1.2.2) sterisch fördert. In
vergleichbaren Versuchen mit der rekombinant exprimierten GluTR aus Chlamydomonas wurde
hingegen kein Effekt auf die GluTR-Aktivität in An- oder Abwesenheit des GBP beobachtet
(Czarnecki & Grimm 2012). Es bedarf daher weiterer Untersuchungen, um die Funktion des
GBP in Pflanzen zu verstehen.
1.3.3 Proteolyse der GluTR – Das Clp Protease System
Im Dunkeln kommt es in der Gerste zu einer Abnahme des GluTR-Proteingehaltes, die mit einer
Abnahme der mRNA-Menge korreliert, während der Gehalt vieler anderer am Tetrapyrrolbiosyn-
theseweg beteiligten Enzyme, wie zum Beispiel GSA-AT, hoch bleibt, obwohl die dazugehörigen
Transkriptmengen abnehmen (Kruse et al. 1997, Papenbrock et al. 1999). Dieser enge Zusam-
menhang der mRNA-Mengen mit dem GluTR-Proteingehalt lässt auf eine hohe Umsatzrate der
GluTR schließen.
Im nicht-photosynthetischen Bakterium S. typhimurium tragen die Lon und ClpAP Proteasen
in Abhängigkeit von Häm zur Proteolyse der GluTR bei (Kap. 1.3.2.1; Wang et al. 1999). Ho-
mologe der Lon und ClpAP Proteasen konnten in den Chloroplasten höherer Pflanzen (Adam
2000) und in Cyanobakterien (Clarke et al. 1998) identifiziert werden. Die Inaktivierung der
proteolytischen Untereinheit ClpP1 des Clp Protease Systems in Synechococcus sp. PCC 7942
führt zu Veränderungen des Verhältnisses von Chl a zu Phycocyanin (Clarke et al. 1998). Eine
Beteiligung der Clp Protease an der Regulation der GluTR bzw. der Tetrapyrrolbiosynthese
wird daher auch in Chl-enthaltenden Organismen vermutet, konnte allerdings bisher noch nicht
bestätigt werden (Vavilin & Vermaas 2002).
Über den proteolytischen Abbau in Plastiden der Pflanzen ist bisher wenig bekannt. Plastidäre
Proteasen spielen diverse Rollen in der Entwicklung und Aufrechterhaltung von Chloroplasten
(Olinares et al. 2011). Die ATP-abhängige Clp Protease ist hierbei das abundanteste proteoly-
tische System in den Plastiden und homolog zu den eubakteriellen ClpAP Proteasen (Olinares
et al. 2011, Clarke 2012). Molekulare Charakterisierungen von zahlreichen Clp-Mutanten konn-
ten Aufschlüsse über die verschiedenen Untereinheiten und deren Funktionen geben, dennoch
ist die Forschung zu plastiden-lokalisierten Proteasen erst am Anfang (Kim et al. 2009). Die
Clp Maschinerie pflanzlicher Plastiden besteht aus dem fassförmigen, hetero-oligomeren ClpPRT
proteolytischen Kern und einem hexameren Ring, der sich aus den ATP-abhängigen Chaperonen
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ClpC1, ClpC2 und ClpD zusammensetzt (Übersicht in Clarke 2012). Dieser Ring aus Chapero-
nen erkennt und entfaltet seine spezifischen Substrate, um sie schließlich in den Proteasekern,
wo die Degradation der Proteine stattfindet, weiterzuleiten (Baker & Sauer 2006, Striebel et al.
2009). Um eine unkontrollierte Degradation von Proteinen zu vermeiden, muss die Substrater-
kennung streng reguliert werden. Clp Proteasen nutzen daher Adaptorproteine wie ClpS1, die
die Substrate für die Clp Proteasen selektieren (Nishimura et al. 2013). Der zugrundeliegende
Mechanismus der Substraterkennung und -zulieferung durch die Substratselektoren ist bisher
nicht vollständig verstanden (Nishimura et al. 2013).
Bisher identifizierte und postulierte Substrate plastidärer Clp Proteasen sind in Nishimura &
van Wijk (2015) zusammengefasst. Die CAO wird als Substrat der Clp Protease angenommen,
da eine Mutation im ClpC1 -Gen zu einer Zunahme der Stabilität von CAO führte (Nakaga-
wara et al. 2007). Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Aktivität der CAO, die Chl b aus
Chl a synthetisiert (Kap. 1.1.4), über deren Proteinstabilität mittels eines feedback-Mechanismus
durch Chl b reguliert wird (Yamasato et al. 2005). Bestimmte Aminosäuren in der N-terminalen
Domäne der CAO sind hierbei für die Erkennung durch die plastidäre Clp Protease notwendig
(Sakuraba et al. 2009). Die sogenannte N-end rule besagt, dass die metabolische Stabilität eines
Proteins von der Identität seiner N-terminalen Aminosäuren abhängt (Varshavsky 1996, Mogk
et al. 2007). Studien der N-end rule beschränkten sich in erster Linie auf Bakterien und das euka-
ryotische Zytosol, sodass wenig über die Erkennung der Substrate der plastidären Clp Protease
bekannt ist. Neuere Untersuchungen schlagen einen an den N-end rule angelehnten Abbauweg
in den Plastiden vor (Yang et al. 2000a, Apel et al. 2010). Es werden aber auch andere Mecha-
nismen zur Erkennung von Substraten durch das Clp Protease System vorgeschlagen, in denen
Degradationssignale (Degrons) C-terminal oder in internen Regionen des Proteins lokalisiert
sind (Nishimura & van Wijk 2015).
Die GluTR1 konnte durch Affinitätsreinigung als Substrat von ClpS1 identifiziert werden (Nis-
himura et al. 2013). In den Affinitätsstudien mit ClpS1 wurde ein weiteres Adaptorprotein des
Clp Protease Systems identifiziert, das ausschließlich in photosynthetischen Eukaryoten vorliegt
(Nishimura et al. 2013, 2015). Es wird postuliert, dass dieses Adaptorprotein ClpF zusammen
mit ClpS1 einen binären Adaptorkomplex in den Plastiden formt, der der selektiven Substrat-
erkennung und Zulieferung an ClpC dient (Nishimura et al. 2015). ClpF zeigte neben einer
Interaktion mit ClpS1, ClpC1 und ClpC2 ebenfalls eine Interaktion mit dem Substrat GluTR1
(Nishimura et al. 2015). Eine Regulation der plastidären Tetrapyrrolbiosynthese über die Pro-
teolyse der GluTR, wie sie in Bakterien beobachtet wurde, ist in Arabidopsis daher ebenfalls
möglich, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
1.4 Zielstellung der Arbeit
Die unterschiedliche Expression von HEMA1 und HEMA2 in A. thaliana lässt einen differen-
ziellen Beitrag der beiden GluTR-Isoformen zu den Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese
vermuten (Tanaka & Tanaka 2007). Mittels knockout-Mutanten von HEMA1 und HEMA2 wur-
de untersucht, ob die beiden Isoformen des Enzyms den Verlust des jeweils anderen kompen-
sieren können. Dazu wurde unter anderem der Chl- und Hämgehalt der Mutanten analysiert.
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Der Einfluss der HEMA-Promotoren auf den unterschiedlichen Beitrag der GluTR-Isoformen
zur Synthese von Chl und Häm wurde durch Komplementationsversuche der hema1 -Mutante
näher untersucht.
Die Komplementationsversuche der hema1 -Mutante dienten zudem der Analyse der posttrans-
lationalen Regulation der beiden GluTR-Isoformen. Dabei wurde die FLU-vermittelte Dunkel-
repression im Detail untersucht, da in Hefe-2-Hybrid Analysen eine unterschiedliche Interaktion
von GluTR1 und GluTR2 mit dem negativen Regulator FLU detektiert wurde (Goslings et al.
2004).
Pflanzliche GluTR-Proteine unterscheiden sich durch eine N-terminale Verlängerung von den in
Bakterien vorliegenden GluTR-Proteinen (Vothknecht et al. 1998). Dieser N-terminalen Domäne
der GluTR wird eine Rolle in der feedback-Regulation durch Häm zugesprochen (Vothknecht et
al. 1998). Die Expression einer N-terminal verkürzten GluTR1 in hema1 -Mutanten diente der
Aufklärung der Funktion der postulierten HBD. Des Weiteren wurde vor Kurzem eine Interak-
tion mit ClpS1 dokumentiert, sodass ein Abbau der GluTR durch das plastidäre Clp Protease
System vermutet wird (Nishimura et al. 2013). Neben der Fähigkeit, die knockout-Mutante
von HEMA1 zu komplementieren, wurde daher vor allem die Proteinstabilität der verkürzten
GluTR1 während der Nachtperiode und nach einer verlängerten Dunkelphase näher betrachtet,
da für Substrate des Clp Protease Systems ein N-end rule ähnlicher Abbaumechanismus vorge-
schlagen wird (Apel et al. 2010). Eine mögliche Rolle des kürzlich identifizierten GBP (Czarnecki
et al. 2011) in der Proteinstabilität wurde ebenfalls untersucht.
BiFC-Analysen wurden durchgeführt, um die Interaktion von Proteinen des Clp Protease Sys-
tems mit der GluTR in vivo zu verifizieren und weitere Interaktionen der GluTR mit regulatori-
schen Proteinen zu untersuchen. Dabei wurde auch hier der Fokus auf die N-terminale Domäne
der GluTR gelegt.
HEMA3 wird in A. thaliana als Pseudogen beschrieben (Matsumoto et al. 2004). In hema1 -
Pflanzen wurde das Gen unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors exprimiert, um zu testen, ob die
kodierende Sequenz mit Hilfe eines starken Promotors ein funktionielles Enzym hervorbringen
kann. Des Weiteren wurden die hemA-Gene aus Synechocystis sp. PCC 6803 und E. coli in
knockout-Mutanten von HEMA1 exprimiert, um Aussagen über die evolutionäre Entwicklung
der GluTR-Proteine treffen zu können.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Materialien und Anbieter
Alle verwendeten Chemikalien und Biochemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von
den Firmen Carl-Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Deutschland) und AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen.
Die verwendeten Enzyme (Polymerasen, Reverse Transkriptasen, Restriktionsenzyme, Ligasen,
DNAsen, RNAsen), dNTPs und DNA-Längenstandards stammten von den Firmen Thermo Fis-
her Scientific Inc. (Waltham, USA) und New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main,
Deutschland). Zusätze für Nährmedien wurden von Duchefa Biochemie B.V. (Haarlem, Nieder-
lande) bezogen.
Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden mit Reinstwasser (Purelab Ultra, ELGA LabWater,
Celle, Deutschland) hergestellt. Gegebenenfalls erfolgte deren Sterilisation sowie die Inaktivie-
rung gentechnisch veränderter Organismen (GVO) in einem Autoklaven (Systec V-95, Systec
GmbH, Linden, Deutschland) bei 120 řC und 55 kPa für 20 Minuten.
2.1.2 Pflanzenmaterial
Als Referenz (Wildtyp) diente in dieser Arbeit Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. des Ökotyps
Columbia (Col-0). Arabidopsis knockout-Linien für verschiedene Gene wurden vom Salk Insti-
tute for Biological Studies (La Jolla, USA; SALK-Linien, Alonso et al. 2003) und Syngenta
Agro (Maintal, Deutschland; SAIL-Linien) bezogen. Im Zuge der Komplementation von hema1
wurden verschiedene transgene Linien erzeugt (Kap. 2.2.6.8). Nachfolgend sind die in dieser Ar-
beit verwendeten knockout-Linien und transgenen Pflanzen mit ihren jeweiligen Eigenschaften
aufgelistet (Tab. 2.1).
Tab. 2.1: Verwendete transgene Pflanzen. Aufgelistet und beschrieben sind die in dieser
Arbeit verwendeten knockout-Mutanten und transgenen Linien von A. thaliana. Zur Kom-
plementation von hema1 wurden die kodierenden DNA-Sequenzen verschiedener HEMA-
Gene (A1=HEMA1, A2=HEMA2, A3=HEMA3 ) unter Kontrolle des HEMA1 - bzw. HEMA2 -
Promotors (A2::) als Transgen in das Genom integriert.
Name Beschreibung Quelle
hema1 Arabidopsis knockout-Mutante des Gens HEMA1 SALK_053036
(At1g58290)
hema2 Arabidopsis knockout-Mutante des Gens HEMA2 SALK_052000
(At1g09940)
hema1/hema1/ Durch Kreuzung erzeugte Linie, homozygot für den Diese Arbeit
HEMA2/hema2 knockout von HEMA1, heterozygot für den knockout
von HEMA2
A1 hema1, komplementiert mit kodierender HEMA1 -Sequenz Diese Arbeit
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(genomisch) unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors
A1∆HBD hema1, komplementiert mit kodierender HEMA1 -Sequenz Diese Arbeit
(cDNA) mit einer Deletion von 87 bp (29 AS, HBD) unter
Kontrolle des HEMA1 -Promotors
A2 hema1, komplementiert mit kodierender HEMA2 -Sequenz Diese Arbeit
(genomisch) unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors
A3 hema1, komplementiert mit kodierender HEMA3 -Sequenz Diese Arbeit
(genomisch; At2g31250) unter Kontrolle des HEMA1 -
Promotors
A2::A1 hema1, komplementiert mit kodierender HEMA1 -Sequenz Diese Arbeit
(genomisch) unter Kontrolle des HEMA2 -Promotors
gbp Arabidopsis knockout-Mutante des Gens GBP (At3g21200); SALK_200203
knockout verifiziert durch Judith Schmied (unveröffentlicht)
flu Arabidopsis knockout-Mutante des Gens FLU (At3g14110) Lee et al. 2007
clps1 Arabidopsis knockout-Mutante des Gens CLPS1 SAIL_326B_G12
(At1g68660)
clpc1-1 Arabidopsis knockout-Mutante des Gens CLPC1 SALK_014058
(At5g50920)
clpr2-1 Arabidopsis knockdown-Mutante des Gens CLPR2 SALK_046378
(At1g12410)
Eco hema1, komplementiert mit kodierender hemA-Sequenz Diese Arbeit
aus E. coli (b1210)
Syn hema1, komplementiert mit kodierender hemA-Sequenz Diese Arbeit
aus Synechocystis sp. PCC 6803 (MYO_111720)
Für die BiFC-Experimente (Kap. 2.2.7.5) wurde Nicotiana benthamiana Domin genutzt.
2.1.3 Bakterienstämme
Zur Amplifikation rekombinanter Plasmide diente E. coli DH5α (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) als Wirtsstamm (Kap. 2.2.2). Die Transformation von A. thaliana (Kap. 2.2.4)
und die transiente Transformation von N. benthamiana (Kap. 2.2.5) wurde durch Agrobacterium
tumefaciens GV2260 (Hellens et al. 2000) vermittelt (Kap. 2.2.3).
2.1.4 Plasmide
Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der nachfolgenden Tabelle 2.2 aufgelistet.
Die zur Komplementation von Arabidopsis hema1 -Mutanten herangezogene Vektoren pJA_1.1
und pJA_1.2 (Abb. A.1) wurden in dieser Arbeit aus dem Vektor pCAMBIA3301 gewonnen.
Dazu wurde der Bereich zwischen den Restriktionsschnittstellen EcoRI und PmlI mit Hilfe der
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entsprechenden Restriktionsenzyme entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Thermo Fis-
her Scientific Inc.) herausgeschnitten, wodurch unter anderem der 35 S Promotor entfernt wurde.
In einer overlap extension PCR (Kap. 2.2.6.3) wurden der Promotor- und 5’-UTR-Bereich von
HEMA1 mit dem 3’-UTR-Bereich von HEMA1 (pJA_1.1) bzw. der Promotor von HEMA2 mit
den UTRs von HEMA1 (pJA_1.2) fusioniert. Dabei wurden die Restriktionsschnittstellen AscI
und Sbf I zwischen den UTR-Sequenzen eingefügt, die später bei der Klonierung (Kap. 2.2.6.8)
zur Erzeugung von Genkonstrukten genutzt wurden.
Tab. 2.2: Verwendete Plasmide. Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide
und deren jeweilige Verwendung sowie Resistenz. Amp=Ampicillin, Kana=Kanamycin
Plasmid Verwendung und Resistenz Hersteller/Referenz
pJET1.2 Klonierung von PCR-Produkten Amp Thermo Fisher Scientific Inc.
pCAMBIA3301 Ausgangsvektor für pJA_1.1 Kana CambiaLabs, Canberra,
und pJA_1.2 Australien
pJA_1.1 Transformation von Arabidopsis Kana Diese Arbeit
pJA_1.2 Transformation von Arabidopsis Kana Diese Arbeit
pSpyCE-35S Transformation von N. benthamiana Kana Walter et al. 2004
pSpyNE-35S Transformation von N. benthamiana Kana Walter et al. 2004
2.1.5 Synthetische Oligonukleotide (primer)
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich Chemie
GmbH synthetisiert. Nachfolgend sind die Oligonukleotide aufgelistet (Tab. 2.3), die in der
Kolonie-PCR (Kap. 2.2.6.2), Sequenzierung (Kap. 2.2.6.5) und zur Überprüfung des Genotyps
der in Tabelle 2.1 wiedergegebenen Pflanzen genutzt wurden.
Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide. Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten
Oligonukleotide. Angegeben ist die Sequenz, der jeweilige Verwendungszweck, das Zielgen und
die Größe des Amplikons.
Primer Sequenz (5’ → 3’) Verwendung, Ziel und
Größe des Amplikons
pJet1.2_fw TGGAGCAGGTTCCATTCATT Kolonie-PCR und Sequenzierung
pJet1.2_rev TCCTGATGAGGTGGTTAGCA nach erfolgter Transformation in
pJET1.2
M13rev TTCACACAGGAAACAGCTATGAC Kolonie-PCR und Sequenzierung
nach erfolgter Transformation in
seqNOS TACATGCTTAACGTAATTCAACAG pJA_1.1 und pJA_1.2
35S ATCCTTCGCAAGACCCTTCC Kolonie-PCR und Sequenzierung
nach erfolgter Transformation in
YFP_CE GGTGTTCTGCTGGTAGTGGT pSPYCE bzw.
YFP_NE CTGAACTTGTGGCCGTTTAC pSPYNE
HEMA1_fw TCAGATCCTTGCACAGGTGA Endogenes HEMA1, 1524 bp
HEMA1_rev TTGGAGACGTGACAGCAAAAT
HEMA1_rev2 TCTCCTCACGGATAGCTGAAA Endogenes HEMA1 ;
mit HEMA1_fw, 338 bp
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HEMA2_for AGGCGCGCCAATCTATGGCGGTTTC Endogenes HEMA2 ;
TAGC mit HEMA2_rev, 2062 bp
TDNA_fw CTGGCGTAATAGCGAAGAGG T-DNA Insertion in HEMA1 ;
mit HEMA1_rev2, 703 bp
HEMA2_rev ACCTGCAGGCTACTTTTTTTCCACC T-DNA Insertion in HEMA2 ;
TTTGCTC mit TDNA_fw, 1497 bp
HEMA1_rev3 TAGGTTTACCCGCCAATATATCC Transgen aus A1;
mit HEMA1_fw, 1655 bp
HBD_fw CTCTCTGCTAGCAGTATTGTTG Transgen aus A1∆HBD;
mit HEMA1_rev2, 691 bp
HEMA2_fw AGGCGCGCCAATCTATGGCGGTTTC Transgen aus A2;
mit seqNOS, 2062 bp
HEMA3_fw AGGCGCGCCAAGCTATGGCGGTTTC Transgen aus A3;
mit seqNOS, 2288 bp
A2Prom_fw GCTTTGATGGGCTTTTTCATAC Transgen aus A2::A1, 1106 bp
A2Prom_rev GCAGAGTTCTTGAGTTGTTC
Oligonukleotide mit integrierter Restriktionsschnittstelle für die Klonierung (Kap. 2.2.6.8) wur-
den HPLC-gereinigt. Die zur Klonierung verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.6 und
2.8 aufgelistet. Oligonukleotide für die qRT-PCR (Kap. 2.2.6.12) sind in Tabelle 2.7 wiederge-
geben.
2.1.6 Antiseren
In der folgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Antikörper aufgelistet.
Bei den Antikörpern Anti-GluTR1/GluTR2 und Anti-GluTR2 handelt es sich um verschiedene
Aufreinigungsfraktionen des ursprünglich gewonnenen Serums gegen GluTR2, wodurch diese in
ihrer Sensitivität gegenüber GluTR1 und GluTR2 variieren.
Tab. 2.4: Verwendete Antikörper. Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten An-
tikörper. Aufgelistet ist das Antigen sowie die zur Immunodetektion eingesetzte Verdünnung.
Sofern nicht anders angegeben handelt es sich um Kaninchen IgG.
Name Eigenschaften und Verdünnung Hersteller/Referenz
Anti-GluTR1 gerichtet gegen GluTR1 aus A. thaliana 1:1000 Hedtke et al. 2007
Anti-GluTR1/ gerichtet gegen GluTR2 aus A. thaliana; 1:100 Apitz et al. 2014
GluTR2 erkennt auch Arabidopsis-GluTR1
Anti-GluTR2 gerichtet gegen GluTR2 aus A. thaliana 1:100 Diese Arbeit
Anti-GSA-AT gerichtet gegen GSA-AT aus 1:5000 Grimm et al. 1989
Synechococcus sp. PCC 6301
Anti-POR gerichtet gegen POR aus Weizen; erkennt 1:1000 Agrisera (AS05067)
PORA und PORB in A. thaliana
Anti-CHL27 gerichtet gegen CHL27 aus A. thaliana 1:5000 Agrisera (AS06122)
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Anti-LHCB1 gerichtet gegen eine konservierte Sequenz 1:5000 Agrisera (AS09522)
der LHCB1 Proteine aus A. thaliana
Anti-FLU gerichtet gegen FLU aus A. thaliana 1:1000 Goslings et al. 2004
Anti-GBP gerichtet gegen GBP aus A. thaliana 1:5000 Czarnecki et al. 2011
Anti-ClpS1 gerichtet gegen ClpS1 aus A. thaliana 1:300 Nishimura et al. 2013
Anti-YCF54 gerichtet gegen LCAA aus A. thaliana 1:1000 Agrisera (AS10936)
Anti-GFP gerichtet gegen N-terminale Region von GFP; 1:2000 Sigma (G1544)
erkennt N-terminale Region des YFP
(BiFC, Kap. 2.2.7.5)
Anti-Kaninchen Ziege IgG, gerichtet gegen Kaninchen IgG; 1:50000 Agrisera (AS09602)
HRP Konjugat konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)
2.1.7 Datenbanken und Software
Die in dieser Arbeit verwendeten Computerprogramme und Datenbanken sind in der nachfol-
genden Tabelle 2.5 aufgeführt.
Tab. 2.5: Verwendete Datenbanken und Software. Aufgelistet sind die in dieser Ar-
beit verwendeten Computerprogramme und Datenbanken, ihre jeweilige Verwendung und der
dazugehörige Anbieter bzw. die dazugehörige Internetadresse.
Programm/Datenbank Verwendung; Anbieter bzw. Internetadresse
BLAST Sequenz- und Homologieabgleich;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Altschul et al. 1997)
CFX Manager™ Auswertung von qRT-PCR-Daten;
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland
Codon Usage Database Ermittlung des Codon-Gebrauchs in versch. Organismen;
http://www.kazusa.or.jp/codon/
ePlant Gewebespezifische Expressionsanalysen in A. thaliana;
http://bar.utoronto.ca/ (Winter et al. 2007)
FinchTV 1.4.0 Auswertung von Sequenzierdaten; Geospiza Inc., Seattle, USA
HemeBIND Suche nach Bindestellen für Häm;
http://mleg.cse.sc.edu/hemeBIND/ (Liu & Hu 2011)
InterPro Suche nach Protein-Motiven; http://www.ebi.ac.uk/interpro/
MultAlin 5.4.1 Multiple Sequenzvergleiche;
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ (Corpet 1988)
NCBI Datenbankrecherchen; http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Office Professional Erstellung und Bearbeitung von Abbildungen, Kalkulationen und
Tabellen (Excel, Power Point); Microsoft Corp., Redmond, USA
OligoCalc Überprüfen der Qualität von Oligonukleotiden;
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
(Kibbe 2007)
Oligo Calculation Tool Ermittlung der Schmelztemperatur von Oligonukleotiden;
http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/primer_calculation
(Breslauer et al. 1986)
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Photoshop CS5.1 Erstellung und Bearbeitung von Abbildungen;
Adobe Systems Inc., San José, USA
Phylogenie.fr Generierung von phylogenetischen Bäumen;
http://www.phylogeny.fr/ (Dereeper & Guignon et al. 2008)
Phyre2 Protein-Modellierung;
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
(Kelley et al. 2015)
PGDD Identifikation von Genom-Duplikationen;
http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/ (Lee et al. 2013a)
Primer3Plus Design von Oligonukleotiden;
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
(Untergasser et al. 2007)
ProtParam Berechnung von Protein-Molekulargewichten;
http://web.expasy.org/protparam/ (Gasteiger et al. 2005)
ScanProsite Suche nach Protein-Motiven;
http://prosite.expasy.org/scanprosite/
SigmaPlot 11.0 Erstellung und Bearbeitung von Grafiken;
Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland
TAIR Informationssuche zu Arabidopsis-Genen und -Proteinen;
http://www.arabidopsis.org
TargetP 1.1 Vorhersage der subzellulären Lokalisation von Proteinen und ihrer
Transitpeptidsequenz; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
(Emanuelsson et al. 2007)
Vector NTI Advance 10 AS-Sequenzvergleich;
Thermo Fisher Scientific Inc.
Web Map Preferences Überprüfen des Leserahmens;
http://pga.mgh.harvard.edu/web_apps/web_map/start
X-Stella 1.00 Auswertung von Immunoblots;
raytest Isotopenmessgeräte GmbH, Straubenhardt, Deutschland
2.2 Methoden
2.2.1 Pflanzenanzucht
A. thaliana wurde zum einen in einem Gemisch aus Einheitserde (Typ GS90, fein; Gebr. Patzer
GmbH & Co. KG, Sinntal-Altengronau, Deutschland) und Vermiculit (Dämmstoff-Fabrik Klein
GmbH, Bubenheim, Deutschland) (3:1, v/v) unter Kurztagbedingungen (10 h Licht/14 h Dun-
kelheit) bei 23 řC und einer Lichtintensität von ca. 100 µmol Photonen m-2 s-1 in Anzuchtbänken
(MobyLux GroBank® TB-XXL3, CLF Plant Climatics GmbH, Emersacker, Deutschland) kul-
tiviert. Die Vereinzelung der Pflanzen erfolgte ab der 2. Woche. Zur Gewinnung von Saatgut
erfolgte die Anzucht ab der 6. Woche unter Langtagbedingungen (14 h Licht/10 h Dunkelheit).
A. thaliana wurde außerdem steril auf Platten mit saccharosehaltigem MS-Medium (modifi-
ziert nach Murashige & Skoog 1962) angezogen. Dafür wurde das Saatgut zuvor für 8-10 min
in Meliseptol (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) oberflächensterilisiert und
anschließend dreimal mit sterilem Wasser gewaschen. Die auf Petrischalen mit MS-Medium aus-
gebrachten Pflanzen wurden in Anzuchtbänken unter Kurztagbedingungen (10 h Licht/14 h
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Dunkelheit) bei 23 řC und einer Lichtintensität von ca. 100 µmol Photonen m-2 s-1 kultiviert
und alle zwei Wochen auf frisches MS-Medium transferiert.
In einigen Fällen erfolgte die Anzucht unter Dauerlichtbedingungen (24 h Licht) bei 23 řC und
einer Lichtintensität von ca. 100 µmol Photonen m-2 s-1 oder unter Kurztagbedingungen bei
23 řC und einer Lichtintensität von ca. 50 µmol Photonen m-2 s-1.
saccharosehaltiges MS-Medium
0,44 % (w/v) MS mit Vitaminen (Duchefa)
0,05 % (w/v) MES
1 % (w/v) Saccharose
0,8 % (w/v) BiTeK™-Agar (Becton, Dickinson and Company, New Jersey, USA)
pH 5,7 mit KOH
N. benthamiana wurde auf Einheitserde (Typ T) im Gewächshaus unter Langtagbedingungen
(14 h Licht/10 h Dunkelheit) bei 23 řC und einer Lichtintensität von 200-400 µmol Photonen
m-2 s-1 angezogen.
2.2.2 Anzucht und Transformation von E. coli
E. coli wurde in flüssigem LB-Medium (Lysogeny-Broth-Medium) oder auf LB-Agarplatten un-
ter Standardbedingungen angezogen (Sambrook & Russell 2001). Die Transformation chemisch-
kompetenter DH5α-Zellen erfolgte mit Hilfe eines Hitzeschocks (Hanahan 1983). Für die an-
schließende Selektion plasmidhaltiger E. coli-Zellen wurde dem flüssigen und festem LB-Medium
Ampicillin bzw. Kanamycin (Tab. 2.2) in einer Endkonzentration von 100 µg/ml bzw. 50 µg/ml
zugefügt.
LB-Medium (Miller 1972) (LB-Agar)
1 % (w/v) Trypton
1 % (w/v) NaCl
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
pH 7,0 mit NaOH
(LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar)
2.2.3 Anzucht und Transformation von A. tumefaciens
Agrobakterien wurden in flüssigem YEB-Medium oder auf YEB-Agarplatten bei 30 řC für einen
Tag (Flüssigkultur) bzw. zwei bis drei Tage (Agarplatten) kultiviert. Die Transformation elek-
trokompetenter GV2260-Zellen (Hellens et al. 2000) erfolgte mittels Elektroporation (Lin 1995)
in einem MicroPulser™ (Bio-Rad Laboratories GmbH) bei 2200 V.
Für die Selektion der Transformanten wurde dem YEB-Medium (flüssig, fest) Ampicillin und
Rifampicin in einer Endkonzentration von 100 µg/ml zugefügt sowie das entsprechende Plasmid-
spezifische Antibiotikum (Tab. 2.2).
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YEB-Medium
0,5 % (w/v) Trypton
0,1 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Saccharose
2 mM MgSO4·7H2O
pH 7,0 mit KOH
(YEB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agar)
2.2.4 Agrobakterien-vermittelte Transformation von A. thaliana
Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte abgewandelt nach der floral dip Methode
(Clough & Bent 1998, Martinez-Trujillo et al. 2004). Die zur Transformation verwendeten Plas-
mide pJA_1.1 und pJA_1.2 sind in Kap. 2.1.4 näher beschrieben.
Zunächst wurden die Agrobakterien (Stamm GV2260; Hellens et al. 2000) einer 4 ml Übernacht-
kultur (YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika) durch eine 10-minütige Zentrifugation bei
7.500 rpm und 4 řC geerntet. Das Pellet wurde in 5-10 ml Infiltrationsmedium aufgenommen
und die Suspension auf eine OD600 von 0,8 eingestellt. Arabidopsis-Pflanzen, die heterozygot
für den knockout von HEMA1 waren, wurden angezogen (Kap. 2.2.1) bis ca. 20 Infloreszenzen
und wenige Schoten entwickelt waren. Nach der Entfernung der Schoten wurden die Blüten-
knospen mit der Agrobakterien-Suspension beträufelt und für ca. 24 h bei schwachem Licht
und bedeckt mit einer durchsichtigen Haube, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewährleisten,
inkubiert. Danach wurde die Haube entfernt und die Pflanzen weiter unter Standardbedingun-
gen (Kap. 2.2.1) angezogen. Dieser Vorgang wurde nach 4 Tagen wiederholt. Nach der Ernte
der Samen wurden diese auf Erde unter Kurztagbedingungen (Kap. 2.2.1) angezogen und die
primären Transformanten durch Behandlung mit einer 0,2 %igen (v/v) Lösung des Herbizids
BASTA™ (Wirkstoffgehalt 200 g/l Glufosinat-ammonium, Bayer CropScience AG, Monheim)
selektiert. Die resistenten Pflanzen wurden zusätzlich mit Hilfe einer PCR (Kap. 2.2.6.2) auf
das Transgen hin untersucht. Aufgrund der Segregation wurden die primären Transformanten
ebenfalls auf die T-DNA Insertion in HEMA1 hin untersucht. Lediglich Pflanzen, die heterozy-
got oder sogar homozygot für den knockout von HEMA1 waren, wurden zur Saatgutproduktion
herangezogen.
Infiltrationsmedium Arabidopsis
0,2 % (w/v) MS (Duchefa)
0,05 % (w/v) MES
5 % (w/v) Saccharose
0,05 % (v/v) Silwet L-77
pH 5,7
2.2.5 Transiente Transformation von N. benthamiana
Zur Transformation von N. benthamiana im Zuge der BiFC-Experimente (Kap. 2.2.7.5) wur-
den die Agrobakterien (Stamm GV2260; Hellens et al. 2000) einer 4 ml Übernachtkultur bei
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4.000 rpm und 18 řC für 20 min pelletiert. Im Anschluss wurden die Zellen in 5-10 ml Infiltrati-
onsmedium resuspendiert und verdünnt bis sich eine OD600 von 0,6 einstellte. Die Agrobakterien-
Suspension inkubierte für 3 h bei Raumtemperatur und wurde anschließend mit Hilfe einer
Spritze in die Interzellularräume der Blätter von N. bethamiana injiziert (Yang et al. 2000b).
Die Pflanzen wurden in die Dunkelheit gestellt und nach 48-72 h an den infiltrierten Blattstel-
len mit Hilfe eines Konfokalen Laserscanning-Mikroskops (CLSM) auf ein Fluoreszenzsignal hin
untersucht (Kap. 2.2.7.5).
Infiltrationsmedium N. benthamiana
10 mM MgCl2
10 mM MES
100 µM Acetosyringon
2.2.6 Nukleinsäuren
2.2.6.1 Extraktion von genomischer DNA Zur Extraktion der DNA aus Arabidopsis
wurde das geerntete Blattmaterial in flüssigem Stickstoff homogenisiert und in 100 µl Extrak-
tionspuffer aufgenommen. Nach einer kurzen Zentrifugation wurde der Überstand in ein neues
Reaktionsgefäß überführt und mit 85 µl Isopropanol vermengt. Es folgte eine Zentrifugation bei
14.000 rpm für 15 min bei 4 řC. Das Pellet wurde anschließend mit 70 %igem Ethanol gewaschen
und schließlich in 30 µl A. bidest aufgenommen. Die extrahierte DNA konnte anschließend in
PCR-Screenings (Kap. 2.2.6.2) eingesetzt werden.
DNA-Extraktionspuffer
200 mM Tris-HCl, pH 8,0
150 mM NaCl
25 mM EDTA
0,5 % (w/v) SDS
2.2.6.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) Zur Amplifikation spezifischer Sequenzen nach
Mullis & Faloona (1987) aus genomischer DNA im Zuge der Genotypisierung der Arabidopsis-
Pflanzen wurde die DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.) verwendet.
Ein 20 µl-Ansatz setzte sich aus dem mitgelieferten Puffer (10X DreamTaq Green Buffer), je-
weils 0,5 µM der entsprechenden Oligonukleotide (Tab. 2.3), 200 µM dNTPs, 1,25 U DreamTaq
DNA Polymerase und 1 µl der extrahierten DNA (Kap. 2.2.6.1) zusammen. Die PCR wurde in
einem Thermocycler (Biometra®, Göttingen, Deutschland) nach folgendem Programm durch-
geführt: 95 řC/1 min; 35-40 Zyklen mit 95 řC/30 sec, 54-62 řC/30 sec, 72 řC/1 min pro kb;
72 řC/5 min.
Aufgrund ihrer proofreading-Funktion, wurde die Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs GmbH) für Klonierungen (Kap. 2.2.6.8) verwendet. Ein 20 µl-Ansatz bestand
aus dem mitgelieferten Puffer HF, jeweils 0,5 µM der entsprechenden Oligonukleotide (Tab. 2.6
und 2.8), 200 µM dNTPs, 0,4 U Phusion® DNA Polymerase und 1 µl der extrahierten DNA oder
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synthetisierten cDNA (Kap. 2.2.6.11). Das PCR-Programm hatte folgenden Temperaturverlauf:
98 řC/30 sec; 35 Zyklen mit 98 řC/10 sec, 58-65 řC/30 sec, 72 řC/15 sec pro kb; 72 řC/5 min.
Um im Zuge der Klonierung Kolonien von E. coli und A. tumefaciens auf ein Transgen hin zu
überprüfen, wurde die sogenannte Kolonie-PCR angewandt. Diese unterscheidet sich von der
oben genannten PCR mit der DreamTaq DNA Polymerase in einer längeren initialen Denatu-
rierung von 95 řC/4 min. Außerdem wurde anstelle von DNA eine kleine Menge der Kolonie zur
Reaktion hinzugefügt.
Die PCR-Produkte wurden anschließend elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt
(Kap. 2.2.6.4) und analysiert.
2.2.6.3 Overlap extension PCR Im Zuge der Klonierungen wurde die overlap extensi-
on PCR angewandt. Zuvor mit Hilfe der Phusion® DNA Polymerase amplifizierte Genregionen
(Kap. 2.2.6.2) können durch diese Methode untereinander verbunden werden. Die Reaktion wur-
de mit der DreamTaq DNA Polymerase nach folgendem Programm durchgeführt: 94 řC/1 min;
15 Zyklen ohne Zugabe von primern mit 94 řC/30 sec, 54-62 řC/30 sec, 72 řC/1 min; 72 řC/
4 min; 94 řC/2 min; 20 Zyklen mit den entsprechenden Oligonukleotiden mit 94 řC/30 sec,
54-62 řC/30 sec, 72 řC/1 min ; 72 řC/5 min.
Das verlängerte PCR-Produkt wurde mit Hilfe der DNA-Gelelektrophorese (Kap. 2.2.6.4) auf-
getrennt und analysiert.
2.2.6.4 DNA-Gelelektrophorese Die DNA-Proben wurden in 0,8-2,5 % (w/v) Agarosege-
len mit 0,004 % (v/v) Ethidiumbromid und 1x TAE als Laufpuffer parallel zu einem Größenstan-
dard (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder oder 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific Inc.;
Low Molecular Weight DNA Ladder, New England Biolabs GmbH) aufgetrennt (Sambrook &
Russell 2001). PCR-Produkte der Phusion® DNA Polymerase (Kap. 2.2.6.2) sowie Produkte des
DNA-Verdaus (Kap. 2.2.6.8) wurden zuvor mit 0,17 Vol. 6x DNA-Ladepuffer (Thermo Fisher
Scientific Inc.) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80-100 V in hori-
zontalen Elektrophoresekammern (Wide Mini-Sub Cell GT, Bio-Rad Laboratories GmbH). Die
Visualisierung der DNA-Banden erfolgte unter UV-Licht am AlphaImager® (Alpha Innotech,
Deutschland).
1x TAE
40 mM Tris-Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
2.2.6.5 Reinigung von DNA-Fragmenten und Sequenzierung Die Aufreinigung von
PCR-Produkten (Kap. 2.2.6.2) und Fragmenten aus Restriktionsverdaus (Kap. 2.2.6.8) erfolgte
entweder direkt unter Verwendung von MSB® Spin PCRapace (STRATEC Biomedical AG, Bir-
kenfeld, Deutschland) nach den Anweisungen des Herstellers oder nach erfolgter Auftrennung
im Agarosegel (Kap. 2.2.6.4) mit Hilfe des Invisorb® Spin DNA Extraction Kit (STRATEC
Biomedical AG) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
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Die Sequenzierungen wurden von der Firma Services in Molecular Biology (Rüdersdorf, Deutsch-
land) unter Verwendung von plasmid- oder genspezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.3) durch-
geführt.
2.2.6.6 Quantifikation von DNA und RNA Die Konzentration und Qualität von Nukle-
insäurelösungen wurde photometrisch mit dem NanoDrop® 2000 (VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland) bestimmt.
Im Fall der RNA wurde zur Überprüfung der gemessenen RNA-Konzentrationen anschließend
eine RNA-Gelelektrophorese durchgeführt (Kap. 2.2.6.10).
2.2.6.7 Plasmidpräparation aus E. coli Die Extraktion von Plasmid-DNA aus E. coli-
Zellen im Zuge der Klonierung (Kap. 2.2.6.8) erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim & Doly 1979).
P1
50 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM EDTA
100 µg ml-1 RNAse A (Thermo Fisher Scientific Inc.)
P2
200 mM NaOH
1 % SDS
P3
3 M K-Acetat
pH 5,5 mit HCl
Zunächst wurden die Zellen einer üN-Kultur bei 13.000 rpm für 4 min pelletiert. Das Zellpellet
wurde in 300 µl Puffer P1 resuspendiert und nach Zugabe von 300 µl Puffer P2 für 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 300 µl Puffer P3 wurde das Gemisch bei 4 řC für
10 min inkubiert und anschließend für 10 min bei Raumtemperatur und 13.000 rpm zentrifugiert.
Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß übertragen und die darin befindliche DNA
durch Zugabe von 560 µl Isopropanol gefällt. Im Anschluss an die 30-minütige Zentrifugation bei
18 řC und 14.000 rpm wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifu-
giert. Das Pellet wurde schließlich in 50 µl TE-Puffer aufgenommen und ggf. unter Verwendung
von MSB® Spin PCRapace (STRATEC Biomedical AG; Kap. 2.2.6.5) aufgereinigt.
TE-Puffer
10 mM Tris-HCl, pH 8,0
1 mM EDTA
2.2.6.8 Klonierung Zur Erzeugung von rekombinanten Plasmiden wurden die benötigten
Gensequenzen zunächst aus der genomischen DNA (Kap. 2.2.6.1) oder der cDNA (Kap. 2.2.6.11)
von Col-0 mit Hilfe der PCR (Kap. 2.2.6.2, Kap. 2.2.6.3) amplifiziert. Die verwendeten Oligonu-
kleotide, von denen einige integrierte Restriktionsschnittstellen hatten, sind in Tabelle 2.6 und
2.8 aufgelistet.
Das aufgereinigte Amplikon (Kap. 2.2.6.5) wurde zur Vervielfältigung in den Vektor pJET1.2
(Tab. 2.2) entsprechend den Anweisungen des Herstellers ligiert. Anschließend wurde E. coli
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(Stamm DH5α) mit dem rekombinanten Plasmid transformiert (Kap. 2.2.2) und daraus fol-
gende E. coli-Kulturen wurden mit einer Kolonie-PCR (Kap. 2.2.6.2) auf das Vorhandensein
des Transgens hin überprüft. Die Plasmid-DNA wurde isoliert (Kap. 2.2.6.7) und sequenziert
(Kap. 2.2.6.5). Die DNA-Fragmente wurden mit den entsprechenden Restriktionsenzymen ent-
sprechend dem Protokoll des Herstellers (Thermo Fisher Scientific Inc.) aus dem Vektor her-
ausgeschnitten und in die MCS von pJA_1.1 und pJA_1.2 (Komplementation von Arabidopsis
hema1 -Mutanten) bzw. pSpyCE-35S und pSpyNE-35S (BiFC; Kap. 2.2.7.5) ligiert. Die Ligation
erfolgte mittels der T4-DNA-Ligase und wurde wie in Sambrook & Russell (2001) beschrieben
durchgeführt.
Tab. 2.6: Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung. Übersicht über die zur Ge-
nerierung von Komplementationslinien (Tab. 2.1) verwendeten Oligonukleotide. Angegeben ist
die Sequenz und der Verwendungszweck.
Primer Sequenz (5’ → 3’) Verwendungszweck
prom_fw AGAATTCTGGCAACAAAAAGTGGCG Generierung des Vektors
prom_rev CCTGCAGGGGCGCGCCCCCAAAATC pJA_1.1 (Kap. 2.2)
TCAAATCTCC
utr3_fw GGCGCGCCCCTGCAGGAAGAGAAAA (anschließende overlap
ATAAGAAGATGTTCATC extension PCR mit
utr3_rev ACACGTGAGATTAGAAAGAAAAAAA prom_fw & utr3_rev)
CATTTCTC
prom2_fw AGAATTCCAGACCAAAAAATGTC Generierung des Vektors
prom2_rev TTGAGGCTAATTATGTATGTGAAAAC pJA_1.2 (Kap. 2.2)
utr5_fw ACATAATTAGCCTCAAATCTGAC (anschließende overlap
utr3_rev ACACGTGAGATTAGAAAGAAAAAAA extension PCR mit
CATTTCTC prom2_fw & utr3_rev)
TP_fw AGGCGCGCCTTTCAATGGCGGTTTC Generierung von A1 &
AAG A2::A1
A1_rev ACCTGCAGGTTACTTCTGTTGTTGT
TCC
TP_fw AGGCGCGCCTTTCAATGGCGGTTTC Generierung von A1∆HBD
AAG
HBD_over_rev ATACTGCTAGCAGAGAGCTCACAAC
GAGC
HBD_over_fw TCTCTGCTAGCAGTATTGTTGTGAT (anschließende overlap
TGGAC extension PCR mit
HBD_rev CCTGCAGGTTACTTCTGTTGTTGTTC TP_fw & HBD_rev)
A2_fw AGGCGCGCCAATCTATGGCGGTTTC Generierung von A2
TAGC
A2_rev ACCTGCAGGCTACTTTTTTTCCACC
TTTGCTC
A3_fw AGGCGCGCCAAGCTATGGCGGTTTC Generierung von A3
TAATG
A3_rev ACCTGCAGGCTACTTTTTGTCTTTC
TP_fw AGGCGCGCCTTTCAATGGCGGTTTC Generierung von transgenen
AAG Pflanzen, die verschiedene
TP_rev ATATTCATAGCAGAGAGCTCACAACG hemA-gene exprimieren
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Ecoli_fw TCTCTGCTATGACCCTTTTAGCAC
Ecoli_rev ACCTGCAGGCTACTCCAGCCCGAGG
Syn_fw TCTCTGCTATGAATATTGCCGTTG (anschließende overlap
TGGG extension PCR mit TP_fw &
Syn_rev ACCTGCAGGCTAACCGAATTGTT Ecoli_rev bzw. Syn_rev)
Die rekombinanten Plasmide wurden zunächst zur Selektion und Vervielfältigung in E. coli
transformiert (Kap. 2.2.2), mittels Kolonie-PCR (Kap. 2.2.6.2) überprüft und nach erfolgter Iso-
lierung (Kap. 2.2.6.7) schließlich in A. tumefaciens (Stamm GV2260; Hellens et al. 2000) trans-
formiert (Kap. 2.2.3). Mit Hilfe der Agrobakterien wurden schließlich A. thaliana- (Kap. 2.2.4)
bzw. N. benthamiana-Pflanzen (Kap. 2.2.5) infiltriert.
2.2.6.9 Extraktion von Gesamt-RNA Die Extraktion von RNA aus 20-30 mg Blattma-
terial erfolgte mit Hilfe von 250 µl TRIsure™ (Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland) nach
den Angaben des Herstellers. Durch elektrophoretische Auftrennung von 1 µg RNA in einem
RNA-Agarosegel (Kap. 2.2.6.10) wurde die Qualität der extrahierten RNA anschließend über-
prüft.
2.2.6.10 RNA-Gelelektrophorese Die elektrophoretische Auftrennung der zuvor isolierten
RNA (Kap. 2.2.6.9) erfolgte in 1,2 %igen Agarosegelen. Vor der Probenauftragung wurde 1 µg
RNA (Kap. 2.2.6.6) mit 2x Ladepuffer (RNA Gel Loading Dye, Thermo Fisher Scientific Inc.)
versetzt und für 10 min bei 70 řC erhitzt. Die anschließende Auftrennung der RNA zur Quali-
tätskontrolle und Mengenstandardisierung erfolgte mit 1x MEN als Laufpuffer bei 80 V. Im UV-
Transilluminator (AlphaImager®, Alpha Innotech) wurden die RNA-Banden dokumentiert.
RNA-Agarosegel
1,2 % (w/v) Agarose
6,9 % (v/v) Formaldehyd in 1x MEN
1x MEN
20 mM MOPS
5 mM NaAc
1 mM EDTA
pH 7,0 mit NaOH
2.2.6.11 cDNA-Synthese Für eine quantitative Expressionsanalyse (Kap. 2.2.6.12) oder
zur Gewinnung eines templates für Klonierungen (Kap. 2.2.6.8) wurden 2 µg der extrahierten
Gesamt-RNA (Kap. 2.2.6.9) in cDNA umgeschrieben. Die RNA wurde zunächst mit DNAse I
(Thermo Fisher Scientific Inc.) in einem Gesamtvolumen von 10 µl entsprechend den Anweisun-
gen des Herstellers behandelt. Durch Zugabe von EDTA (Thermo Fisher Scientific Inc.) wurde
die Reaktion gestoppt. Anschließend erfolgte die cDNA-Erststrangsynthese unter Verwendung
eines oligo-dT18-Primers und der RevertAid™ Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific
Inc.) in einem Gesamtvolumen von 20 µl nach dem Protokoll des Herstellers.
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2.2.6.12 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) Die gewonnene cDNA aus Arabidop-
sis Wildtyp- und transgenen Pflanzen (Kap. 2.2.6.11) konnte zur quantitativen Analyse von
Transkriptmengen genutzt werden. Die PCR-Reaktion erfolgte mit dem CFX96 Real-Time Sys-
tem (Bio-Rad Laboratories GmbH) gemäß Herstellervorgaben. Eine 10 µl-Reaktion enthielt 5 µl
SensiMix™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline GmbH), jeweils 250 nM Oligonukleotid (Tab. 2.7),
und 20 ng cDNA. Die genspezifischen Oligonukleotid-Paare ergaben Amplikons von 100-150 bp.
Folgender Temperaturverlauf wurde für die PCR-Reaktionen verwendet: 95 řC/10 min; 40 Zy-
klen mit 95 řC/15 sec, 60 řC/30 sec, 72 řC/15 sec. Jedes biologische Replikat wurde in zwei
technischen Replikaten analysiert. Als Kontrolle wurde für jedes verwendete primer-Paar eine
Probe ohne template mitgeführt.
Nach den erfolgten PCR-Reaktionen wurden die Amplifikationskurven der PCR-Produkte mit
Hilfe der Software CFX Manager™ bestimmt. Die anschließende Berechnung der Expressions-
stärke der untersuchten Gene erfolgte in Relation zum Arabidopsis Gen ACT2 als interner
Standard nach der 2-∆Ct-Methode (Livak & Schmittgen 2001, Schmittgen & Livak 2008). Die
Effizienz der verwendeten Oligonukleotid-Paare wurde zu Beginn dieser Arbeit bestimmt und in
der 2-∆Ct-Methode entsprechend eingesetzt.
Tab. 2.7: Verwendete Oligonukleotide für die qRT-PCR. Übersicht über
die in der qRT-PCR verwendeten Oligonukleotide. Angegeben ist die Sequenz, das
jeweilige Zielgen und die Größe des Amplikons.
Primer Sequenz (5’ → 3’) Ziel und Größe
des Amplikons
ACT2_qRT_fw CTTCCCTCAGCACATTCCAG ACT2 (At3g18780),
ACT2_qRT_rev GACCTGCCTCATCATACTCG 146 bp
A1_qRT_fw TTGCTGCCAACAAAGAAGAC HEMA1, 105 bp
A1_qRT_rev CCGTCTCCAATGAATCCCTC
A2_qRT_fw GAAAGCGTGTCAGAACAGAG HEMA2, 130 bp
A2_qRT_rev CCAACTACCAACATCCTAGCA
A3_qRT_fw GACATCGTCGTCATGGTATC HEMA3, 98 bp
A3_qRT_rev TCAAACCTCTCCTTGTCATC
Eco_qRT_fw TTATCTTAGCGTTGAAGAGCAG hemA aus E. coli,
Eco_qRT_rev GTTATCCTGATGCCAGTAGAG 118 bp
Syn_qRT_fw GATTTAGCCAACCAATTCCC hemA aus Synechocystis,
Syn_qRT_rev GTGCTGGTAAAGACAATATCCC 98 bp
2.2.7 Proteine
2.2.7.1 Proteinextraktion aus A. thaliana Zur Isolation von Gesamtprotein aus Arabi-
dopsis wurde das Blattmaterial in flüssigem Stickstoff homogenisiert und in den Protein-Ex-
traktionspuffer (125 µl/25 mg Blattmaterial) aufgenommen. Die Proben wurden für 20 min
bei 70 řC erhitzt und anschließend bei Raumtemperatur und 14.000 rpm zentrifugiert. Nach
10-minütiger Zentrifugation wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt.
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Protein-Extraktionspuffer
56 mM Na2CO3
56 mM DTT
2 % (w/v) SDS
12 % (w/v) Saccharose
2 mM EDTA
2.2.7.2 Proteinextraktion aus N. benthamiana Die Extraktion von Proteinen aus 25 mg
Blattmaterial erfolgte mit 250 µl 2x Laemmli-Puffer. Dazu wurden die mit Hilfe von Stickstoff
homogenisierten Proben mit dem Laemmli-Puffer vermengt, für 5 min bei 95 řC erhitzt und an-
schließend 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß
überführt.
2X Laemmli-Puffer
62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8
2 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glycerin
20 mM (w/v) DTT
0,01 % (w/v) Bromphenolblau
2.2.7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Nach der Proteinextraktion erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach Laemmli (1970) in SDS-Polyacrylamidgelen
(5 % Sammelgel, 10-15 % Trenngel) entsprechend der Anweisungen in Standard-Protokollen
(Harlow & Lane 1988, Sambrook & Russel 2001). Dafür wurden jeweils 5 µl (A. thaliana) bzw.
10 µl (N. benthamiana) der Proteinproben (entspricht jeweils 1 mg Frischgewicht), die zuvor bei
95 řC für 5 min denaturiert wurden, zusammen mit einem entsprechenden Größenstandard (Un-
stained Protein Molecular Weight Marker oder PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific Inc.) aufgetragen und durch Anlegen eines elektrischen Feldes bei 80-120 V
aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in einem Tris-Glycin-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 0,1 % (w/v) SDS) und das System wurde auf 4 řC gekühlt.
Sammelgel
5 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
125 mM Tris-HCl, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat (APS)
0,1 % (v/v) N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trenngel
10 % - 15 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
375 mM Tris-HCl, pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) APS
0,1 % (v/v) TEMED
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Nach erfolgter Größenauftrennung der Proteine wurden die SDS-Polyacrylamidgele entweder
zur Qualitätskontrolle und Mengenstandardisierung für 1 h mit Coomassie Brilliantblau R-250
angefärbt und anschließend für 30 min entfärbt
Färbelösung
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliantblau R-250
40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsäure
Entfärber
45 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsäure
oder die Proteine wurden für eine anschließende Immunodetektion auf eine Nitrozellulosemem-
bran transferiert (Kap. 2.2.7.4).
2.2.7.4 Protein-Transfer und Immunodetektion (Immunoblot) Die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine wurden im Semi-Dry Verfahren (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell,
Bio-Rad Laboratories GmbH) auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond™-C, GE Healthcare
Europe GmbH, Freiburg, Deutschland) transferiert. Die Übertragung der Proteine erfolgte im
Transferpuffer bei 40 mA für 70 min. Der Proteintransfer wurde durch anschließende Färbung
mit Ponceau S (5 min Inkubation mit Ponceau-Färbelösung, Entfärben mit 10 %iger (v/v)
Essigsäure) qualitativ überprüft.
Transferpuffer
20 % (v/v) Methanol
48 mM Tris
39 mM Glycin
1,3 mM SDS
Ponceau-Färbelösung
0,1 % (w/v) Ponceau S
10 % (v/v) Essigsäure
Die Membran wurde üN in TBST mit 2 % (w/v) Milchpulver inkubiert. Es folgten Waschschrit-
te mit TBST und dreimal mit TBS für jeweils 10 min. Anschließend wurde die Membran mit
dem primären Antikörper verdünnt in TBS mit 1 % (w/v) Milchpulver für 1,5 h inkubiert. Nach
vier Waschschritten (1x TBST, 3x TBS für jeweils 10 min) folgte die Inkubation für 1 h mit
dem korrespondierenden sekundären Antikörper, der in TBS mit 1 % (w/v) Milchpulver ge-
löst war. Es folgten jeweils 10 min andauernde Waschschritte mit TBST und dreimal mit TBS.
Anschließend erfolgte die Detektion des HRP-konjugierten Sekundär-Antikörpers durch Chemi-
lumineszenz. Dazu wurden pro Membran 2 ml Lösung A (0,1 M Tris-HCl, 1,25 mM Luminol,
pH 8,6) mit 200 µl Lösung B (6,7 mM para-Hydroxycoumarinsäure in Dimethylsulfoxid, DMSO)
und 1 µl 30 % H2O2 gemischt und die Membran damit für 2 min inkubiert. Das Chemilumi-
neszenzsignal wurde mit Hilfe der CCD-Kamera (STELLA 3200, raytest Isotopenmessgeräte
GmbH) detektiert. Alle verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2.4 aufgelistet.
TBS(T)
50 mM Tris-HCl, pH 7,5
150 mM NaCl
(0,1 % (v/v) Tween 20)
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2.2.7.5 Proteininteraktion – BiFC Zum Nachweis von Proteininteraktionen wurde die
Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation (BiFC) nach Walter et al. (2004) angewandt. Zur
Erzeugung der YFP-Fusionsproteine (Tab. 2.9) wurden die kodierenden Sequenzen der zu un-
tersuchenden Proteine mit dem Transitpeptid aus der Arabidopsis cDNA (Kap. 2.2.6.11) am-
plifiziert und in die MCS der binären Vektoren pSpyCE-35S und pSpyNE-35S (Tab. 2.2) klo-
niert (Kap. 2.2.6.8), wobei je nach Konstrukt die Schnittstellen AscI und SalI, SpeI und SalI
oder SpeI und XhoI verwendet wurden. In Tabelle 2.8 sind die dabei verwendeten primer be-
schrieben, wobei die Klonierung teilweise von Studenten der AG Pflanzenphysiologie übernom-
men wurde (GluTR2-YFP, Florian Schnurrer; GBP-YFP, Corinna Seydel; ClpC1N -YFP und
ClpC2N − Y FP , Anja Wolf).
Elektrokompetente Agrobakterien (Stamm GV2260; Hellens et al. 2000) wurden mit den erzeug-
ten Plasmiden transformiert (Kap. 2.2.3), auf YEB-Agarplatten mit den Antibiotika Ampicillin,
Rifampicin und Kanamycin selektiert und schließlich in Tabakblätter infiltriert (Kap. 2.2.5). Da
zum Nachweis einer Proteininteraktion die Koexpression der C- (Konstrukte in pSpyCE-35S)
und N-terminalen (Konstrukte in pSpyNE-35S) Hälfte des YFP erforderlich ist, wurden die
Kulturen verschiedener Agrobakterienklone zuvor vereinigt und ko-infiltiriert.
Tab. 2.8: Verwendete Oligonukleotide für die Klonierung. Aufgelistet sind die in dieser
Arbeit verwendeten primer zur Klonierung von Konstrukten für die Bimolekulare Fluoreszenz-
komplementation. Die in der Oligonukleotidsequenz integrierte Restriktionsschnittstelle zur
Klonierung in die MCS von pSpyCE-35S und pSpyNE-35S ist ebenfalls aufgelistet.
Primer Sequenz (5’ → 3’) Restriktions-
schnittstelle
(1) A1_Spe_fw TACTAGTATGGCGGTTTCAAG SpeI
(2) A1_Sal_rev TGTCGACCTTCTGTTGTTGTTC SalI
(3) HBD_over_rev ATACTGCTAGCAGAGAGCTCACAACGAGC –
(4) HBD_over_fw TCTCTGCTAGCAGTATTGTTGTGATTGGAC –
(5) A1HBD_Sal_rev TGTCGACTCTTTCCTTTGTATATC SalI
(6) A2_Spe_fw ACTAGTACAATGGCGGTTTCTAGCG SpeI
(7) A2_Sal_rev GTCGACCTTTTTTTCCACCTTTGCTCTAATC SalI
(8) BP_Spe_fw TACTAGTCAAAATGCAACTCCAAACCC SpeI
(9) BP_Xho_rev CTCGAGTTGTCCTCCTCCCTTG XhoI
(10) ClpS1_Spe_fw TACTAGTACAATGGAGACTG SpeI
(11) ClpS1_Sal_rev TGTCGACGCAGCCTCCAC SalI
(12) ClpC1_Asc_fw TGGCGCGCCATGGCTATGGC AscI
(13) ClpC1_Sal_rev TGTCGACATTGCTGCTGCTTCC SalI
(14) ClpC2_Asc_fw TGGCGCGCCATGGCTTGGTC AscI
(15) ClpC2_Sal_rev TGTCGACGTTTCCGCTGCTTC SalI
Die infiltrierten N. benthamiana-Pflanzen wurden 48-72 h dunkelinkubiert. Im Anschluss wurden
Proben der infiltrierten Tabakblätter am Konfokalen Laserscanning Mikroskop (CLSM; Leica
TCS SP2 AOBS, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) auf eine rekonstituierte
YFP-Fluoreszenz hin untersucht. Die Visualisierung des Signals am CLSM erfolgte nach einer
Anregung bei 514 nm und 488 nm (Emission 520-580 nm für YFP-Fluoreszenz und 650-700 nm
für Chl-Fluoreszenz) unter Verwendung der Leica 2.20 Software (Leica Microsystems GmbH).
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Zum Nachweis der transienten Proteinexpression wurden zusätzlich Proteinproben entnommen
und wie in Kapitel 2.2.7.2 beschrieben bearbeitet
Tab. 2.9: Verwendete Konstrukte. Aufgelistet und beschrieben sind die in dieser Arbeit
verwendeten YFP-Fusionsproteine mit den in der Klonierung eingesetzen Oligonukleotiden.
Konstrukt Beschreibung Verwendete
Oligonukleotide
GluTR1-Y FPC GluTR1 mit C-terminalen Hälfte (1) & (2)
des YFP
GluTR1-Y FPN GluTR1 mit N-terminalen Hälfte (1) & (2)
des YFP
GluTR1∆HBD-Y FPC GluTR1 ohne N-terminale HBD (29 AS) (1), (2), (3) & (4)
mit C-terminalen Hälfte des YFP
GluTR1∆HBD-Y FPN GluTR1 ohne N-terminale HBD (29 AS) (1), (2), (3) & (4)
mit N-terminalen Hälfte des YFP
HBDGluT R1-Y FPC HBD (30 AS) der GluTR1 (1) & (5)
mit C-terminalen Hälfte des YFP
HBDGluT R1-Y FPN HBD (30 AS) der GluTR1 (1) & (5)
mit N-terminalen Hälfte des YFP
GluTR2-Y FPC GluTR2 mit C-terminalen Hälfte (6) & (7)
des YFP
GluTR2-Y FPN GluTR2 mit N-terminalen Hälfte (6) & (7)
des YFP
GBP-Y FPC GBP mit C-terminalen Hälfte (8) & (9)
des YFP
GBP-Y FPN GBP mit N-terminalen Hälfte (8) & (9)
des YFP
PORA-Y FPC PORA (At5g54190) mit C-terminalen bereitgestellt von
Hälfte des YFP Maxi Rothbart
PORA-Y FPN PORA mit N-terminalen Hälfte bereitgestellt von
des YFP Maxi Rothbart
ClpS1-Y FPC ClpS1 mit C-terminalen Hälfte des YFP (10) & (11)
ClpS1-Y FPN ClpS1 mit N-terminalen Hälfte des YFP (10) & (11)
ClpC1N -Y FPC N-terminaler Teil (1-252 AS) von ClpC1 (12) & (13)
mit C-terminalen Hälfte des YFP
ClpC1N -Y FPN N-terminaler Teil (1-252 AS) von ClpC1 (12) & (13)
mit N-terminalen Hälfte des YFP
ClpC2N -Y FPC N-terminaler Teil (1-272 AS) von ClpC2 (14) & (15)
(At3g48870) mit C-terminalen Hälfte des YFP
ClpC2N -Y FPN N-terminaler Teil (1-272 AS) von ClpC2 (14) & (15)
mit N-terminalen Hälfte des YFP
2.2.8 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)
Alle folgenden Analysen erfolgten mit Hilfe der HPLC. Dabei wurde das Agilent 1100- bzw.
1290-System mit Fluoreszenz- und Diodenarraydetektor genutzt (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, USA).
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2.2.8.1 Bestimmung des Gehaltes an Chlorophyll Etwa 50 mg Blattmaterial von Keim-
lingen, die auf MS-Medium angezogen wurden (Kap. 2.2.1), wurde in flüssigem Stickstoff ho-
mogenisiert und in 750 µl eisgekühltem, basischem Aceton (9:1 (v/v), 100 % Aceton:0,2 M
NH4OH) resuspendiert. Nach einer Inkubation bei -20 řC für 20 min folgte eine 10-minütige
Zentrifugation bei 4 řC und 14.000 rpm. Das Pellet wurde anschließend erneut mit 750 µl ba-
sischem Aceton bis zur vollständigen Entfärbung extrahiert. Die vereinten Überstände wurden
final bei 14.000 rpm und 4 řC für 30 min zentrifugiert und zur Quantifikation der Pigmente
mittels der HPLC unter Verwendung einer Prontosil 200-3-C30-Säule (4,6 x 250 mm, 3,0 µm
Partikelgröße, 21 řC; Bischoff Chromatography, Leonberg, Deutschland) herangezogen. Die Elu-
tion von der Säule erfolgte über einen Gradienten von Lösung A (90 % (v/v) Acetonitril, 0,1
% (v/v) Triethylamin) und Lösung B (100 % (v/v) Ethylacetat) bei einer Flussrate von 1 ml
min-1 entsprechend des Schemas der nachfolgenden Tabelle.
Zeit [min] Lösung A [%] Lösung B [%]
0 100 0
3 70 30
20 0 100
21,1 0 100
24 100 0
28 100 0
Die Detektion der Eluate erfolgte bei einer Anregungswellenlänge von 435 nm. Für die Identifi-
zierung und Quantifizierung von Chl wurden authentische Standards (Frontier Scientific, Logan,
USA) herangezogen.
2.2.8.2 Bestimmung des Gehaltes an Protochlorophyllid Zur Bestimmung des Pchlid-
Gehaltes wurde etwa 50 mg Blattmaterial von adulten Arabidopsis-Pflanzen, die auf Erde ange-
zogen wurden, im Licht, im Dunkeln und nach einer ca. dreitägigen Dunkelinkubation geerntet
und für 2 min mit Wasserdampf behandelt, um die POR zu inaktivieren (Koski & Smith 1948).
Die Extraktion von Pchlid erfolgte identisch zur Extraktion von Chl wie in Kapitel 2.2.8.1 be-
schrieben. Anschließend wurden die Überstände 30 min bei 14.000 rpm und 4 řC zentrifugiert
und extrahierte Pchlide mittels der HPLC unter Verwendung einer Nova-Pak-C18-Säule (3,9
x 150 mm, 4 µm Partikelgröße, 21 řC; Waters, Milford, USA) quantifiziert (Langmeier et al.
1993). Als Laufmittel dienten Lösung A (90 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) 1 M Ammoniuma-
cetat, pH 7.0) und Lösung B (80 % (v/v) Methanol, 20 % (v/v) Aceton) wie in der folgenden
Tabelle angegeben. Die Auftrennung von Pchlid erfolgte bei einer Flussrate von 1 ml min-1.
Zeit [min] Lösung A [%] Lösung B [%]
0 100 0
7,5 70 30
8 0 100
13 0 100
13,1 100 0
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Die Eluate wurden mit einem Fluoreszenzdetektor unter Einsatz einer Anregungswellenlänge
von 435 nm gemessen. Die Detektion der Emission erfolgte bei 644 nm. Für die Identifizierung
und Quantifizierung von Pchlid wurden Standards von Frontier Scientific verwendet.
2.2.8.3 Bestimmung des Gehaltes an nicht-kovalent gebundenem Häm Nach erfolg-
ter Extraktion von Chl (Kap. 2.2.8.1) konnte das nun weiße Pellet zur Extraktion von Häm
herangezogen werden. Das Pellet wurde in 100 µl saurem Aceton (10:0,5:2 (v/v/v), 100 %
Aceton:HCl:DMSO) aufgenommen und für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer
10-minütigen Zentrifugation bei 18 řC und 14.000 rpm wurde der Überstand in ein neues Reak-
tionsgefäß überführt und das Pellet erneut mit 100 µl saurem Aceton extrahiert. Die Überstände
wurden zusammengefügt, bei 14.000 rpm und 18 řC für 30 min zentrifugiert und schließlich zur
Quantifikation des nicht-kovalent gebundenen Häms in die HPLC eingespritzt. Häm wurde auf
einer Poroshell 120 EC-C18-Säule (3,0 x 100 mm, 2,7 µm Partikelgröße, 30 řC; Agilent Techno-
logies, Inc.) mit einer Flussrate von 0,8 ml min-1 aufgetrennt. Die Elution erfolgte entsprechend
eines in der nachfolgenden Tabelle wiedergegebenen Gradienten von Lösung A (100 % (v/v)
A. bidest, pH 3,2) und Lösung B (100 % (v/v) Methanol).
Zeit [min] Lösung A [%] Lösung B [%]
0 30 70
8 30 70
8,1 0 100
12 0 100
12,1 30 70
15 30 70
Nicht-kovalent gebundenes Häm in den Eluaten wurde mit Hilfe eines Diodenarray-Detektors
bei einer Anregungswellenlänge von 398 nm detektiert und unter Verwendung von authentischen
Standards (Frontier Scientific) quantifiziert.
2.2.8.4 Bestimmung von Mg-Porphyringehalten Zur Bestimmung von Mg-Porphyrinen
wurde 50 mg Blattmaterial von adulten Pflanzen, die auf Erde angezogen wurden, geerntet und
in flüssigem Stickstoff homogenisiert. Die Extraktion erfolgte auf die gleiche Weise wie für Pchlid
(Kap. 2.2.8.2). Die Überstände der einzelnen Extraktionsschritte wurden vereint und bei 4 řC
und 14.000 rpm für 30 min zentrifugiert. Anschließend wurden die Porphyrine auf einer Poroshell
120 EC-C18-Säule (3,0 x 150 mm, 2,7 µm Partikelgröße, 21 řC; Agilent Technologies, Inc.) mit
einer Flussrate von 0,55 ml min-1 aufgetrennt. Die Elution von Mg-Porphyrinen (Mg-Proto IX,
MME) erfolgte isokratisch mit 100 % (v/v) Lösung A (90 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) 1 M
Ammoniumacetat, pH 7,0).
Bei einer Anregungs- und Emissionswellenlänge von 420 nm und 600 nm erfolgte die Fluores-
zenzdetektion der Mg-Porphyrine in den Eluaten. Zur Identifikation und Quantifikation wurden
authentische Standards (Frontier Scientific) herangezogen.
– 43 –
Material und Methoden
2.2.9 ALA-Syntheserate
Die Bestimmung der ALA-Syntheserate beruht auf der Hemmung der ALA-Dehydratase durch
Lävulinsäure (Granick & Mauzerall 1958). Die Umwandlung des gebildeten ALA in ein Pyrrol
mit einer freien α-Position durch Ethylacetoacetat (EAA) und die anschließende colorimetrische
Bestimmung des nach Reaktion mit Ehrlich’s Reagenz entstandenen Farbkomplexes erfolgte wie
bei Mauzerall & Granick (1956) beschrieben.
Zur Bestimmung der ALA-Syntheserate wurde 50 mg Arabidopsis Blattmaterial mit 5 ml frisch
angesetzem Puffer 1 bedeckt und für vier Stunden unter den Lichtbedingungen, denen die Pflan-
zen zuvor ausgesetzt waren, inkubiert. Anschließend wurde das Blattmaterial in flüssigem Stick-
stoff homogenisiert und in 1 ml 20 mM K2HPO4/KH2PO4, pH 6,8 (Puffer 2) aufgenommen.
Nach erfolgter Zentrifugation des Homogenisats für 20 min bei Raumtemperatur und 13.000 rpm,
wurden 200 µl des Überstandes mit 200 µl Puffer 2 und 100 µl EAA versetzt. Zu dem Gemisch
wurde nach einer 10-minütigen Inkubation bei 99 řC und anschließender Abkühlung 500 µl Ehr-
lich’s Reagenz (Urata & Granick 1963) hinzugefügt. Nach 5-minütiger Inkubation und einer
dreiminütigen Zentrifugation bei 5.000 rpm jeweils bei Raumtemperatur, erfolgte die Messung
der Extinktion des Überstandes am Spektrophotometer bei einer Wellenlänge von 526 nm und
553 nm. Die Extinktion bei einer Wellenlänge von 600 nm wurde von diesen Werten subtrahiert.
Eine Kalibrierkurve mit definierten ALA-Konzentrationen von 0-100 µM wurde parallel erstellt,
aus welcher der ALA-Gehalt der Blattproben berechnet werden konnte.
Puffer 1
50 mM Tris
40 mM Lävulinsäure
pH 7,2 mit HCl
Ehrlich’s Reagenz
74,6 % (v/v) Essigsäure
18 % (v/v) Perchlorsäure
67 mM HgCl2
1,82 % (w/v) Dimethylaminobenzaldehyd
2.2.10 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
Die TEM zur Analyse der Chloroplastenstruktur aus Blättern von 20 d alten Keimlingen von
A. thaliana Col-0 und hema-Mutanten wurde von Prof. Dr. Maik J. Lehmann (FH Bingen, Bio-
technik) an Ultradünnschnitten der Proben wie in Apitz et al. (2014) beschrieben durchgeführt.
Die Keimlinge wurden vor der Fixierung für 24 h in Dunkelheit gehalten, um den Abbau von
Stärke in den Plastiden zu gewährleisten.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung von HEMA-Mutanten in A. thaliana
In A. thaliana wird die Glutamyl-tRNA Reduktase von der HEMA-Genfamilie kodiert, die aus
drei im Kerngenom lokalisierten Genen besteht. Die Expression von HEMA1 findet vorwiegend
in photosynthetisch aktivem Gewebe statt und wird durch Licht reguliert (Ilag et al. 1994, Mat-
sumoto et al. 2004), während HEMA2 in allen Geweben eine geringe Expression aufweist, die
etwas verstärkt in Wurzeln und Blüten abläuft (Ujwal et al. 2002). HEMA2 zeigt im Gegensatz
zu HEMA1 eine lichtunabhängige Expression, die in photosynthetischen Geweben unter Stress-
bedingungen induzierbar ist (McCormac et al. 2001, Nagai et al. 2007). HEMA3 zeigte unter
allen bisher untersuchten Bedingungen keine oder nur eine sehr geringfügige Expression und
wird daher als Pseudogen betrachtet (McCormac & Terry 2002, Matsumoto et al. 2004, Pei et
al. 2012). Aufgrund dieser unterschiedlichen Expression wird HEMA1/GluTR1 eine dominante
Rolle in der Chl-Synthese zugesprochen, während für HEMA2/GluTR2 vermutet wird, vor al-
lem den Bedarf der Zelle an Häm zu decken (Ujwal et al. 2002).
Um zu überprüfen, ob HEMA1 und HEMA2 tatsächlich unterschiedliche Rollen in der Be-
reitstellung von Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese zugewiesen werden können, wurden
Arabidopsis HEMA-Mutanten charakterisiert und als Werkzeug für weitere Untersuchungen ge-
nutzt. Die in dieser Arbeit analysierten knockout-Mutanten von HEMA1 (SALK_053036; Alonso
et al. 2003) und HEMA2 (SALK_052000) weisen jeweils eine T-DNA Insertion im dritten Exon
auf (Abb. 3.1) und basieren auf dem A. thaliana Ökotyp Columbia. Die verwendete hema2 -
Mutante ist allelisch zu der bereits von Nagai et al. (2007) beschriebenen hema2 -Mutante aus
der RIKEN-Kollektion (15-2026-1; Ito et al. 2002), die hingegen auf dem A. thaliana Ökotypen
Nossen basiert.
Abb. 3.1: Genmodell von HEMA1 und HEMA2 sowie Position der T-DNA Inser-
tionen der in dieser Arbeit verwendeten knockout-Mutanten. HEMA1 und HEMA2
setzen sich in A. thaliana aus je zwei Introns (weiße Boxen) und drei Exons (graue Boxen)
zusammen, wobei die T-DNA Insertion (Dreieck), die zum Ausschalten des jeweiligen Gens
führt, im dritten Exon lokalisiert ist.
Die Anzucht der HEMA-Mutanten erfolgte auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztag-
bedingungen, da die knockout-Pflanzen von HEMA1 nicht in der Lage waren, photoautotroph auf
Erde zu wachsen. Für die hema1 -Mutanten konnte ein blassgrüner Phänotyp beobachtet werden,
sowie ein im Vergleich zum Arabidopsis-Wildtyp (Col-0) verzögertes Wachstum (Abb. 3.2 A).
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Mit zunehmendem Alter der Blätter kam es in diesen Mutanten zu einer weiteren Abnahme der
Pigmentierung, sodass Keim- und Primärblätter 28 Tage alter hema1 -knockout-Pflanzen gelb-
lich oder sogar weiß erschienen. Die Anzucht von hema1 unter schwächeren Lichtintensitäten
(50 µmol Photonen m-2 s-1) oder im Dauerlicht führte zu keiner signifikanten Verbesserung des
Wachstums oder der Pigmentierung (nicht gezeigt).
Infloreszenzen wurden stark verzögert erst nach ungefähr 11 Wochen ausgebildet (Abb. 3.3), die
jedoch keine normal entwickelten Antheren aufwiesen und aufgrund der daraus resultierenden
fehlenden Pollenentwicklung nur sterile Blüten hervorbrachten. Im Gegensatz zum Andrözeum
schienen sich Gynözeum und Perianth normal auszubilden (nicht gezeigt). Daher konnte Saatgut
nur aus heterozygoten HEMA1/hema1 -Mutanten gewonnen werden, die makroskopisch nicht
vom Wildtyp unterscheidbar waren und auf Erde wachsen konnten (nicht gezeigt).
Im Gegensatz zu knockout-Mutanten von HEMA1 zeigten hema2 -Mutanten einen ähnlichen
Phänotyp wie der Wildtyp (Abb. 3.2 A), konnten auf Erde kultiviert werden und waren fertil.
Abb. 3.2: Phänotyp verschiedener HEMA-Mutanten. (A) 28 d alte knockout-Mutanten
von HEMA1 zeigten einen im Vergleich zu Col-0 retardierten und blassgrünen Phänotyp, wäh-
rend hema2 -Pflanzen wildtypartig erschienen. Mutanten, mit nur einem intakten HEMA2 -Allel
(hema1/hema1/HEMA2/hema2 ) waren im Vergleich zu Col-0 sehr stark im Wachstum retar-
diert und blassgelb. Die Pflanzen wurden auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztag-
bedingungen angezogen. (B) Reifende Schoten von heterozygoten Doppel-knockout-Mutanten
(HEMA1/hema1/HEMA2/hema2 ) wiesen bereits die unterschiedlichen Phänotypen der Mu-
tanten auf. Während der Doppel-knockout beider HEMA-Gene (hema1/hema2 ) embryoletal
war, zeigten die Samen der Mutanten hema1 und hema1/hema1/HEMA2/hema2 eine schwä-
chere Pigmentierung des sich entwickelnden Embryos.
Aufgrund der Sterilität von hema1 -knockout-Pflanzen wurden zur Generierung von Doppel-
knockout-Mutanten heterozygote HEMA1/hema1 -knockout-Pflanzen mit homozygoten hema2 -
Mutanten gekreuzt. Die F1-Generation wurde mittels PCR auf die T-DNA Insertionen in den
beiden HEMA-Genen hin untersucht und Arabidopsis-Pflanzen, die heterozygot für den knock-
out von HEMA1 und HEMA2 waren, wurden zur Saatgutgewinnung ausgewählt.
In der F2-Generation wurden verschiedene Mutanten-Phänotypen beobachtet (Abb. 3.2 A),
die bereits in sich entwickelnden Schoten beobachtet werden konnten (Abb. 3.2 B). In den
Schoten heterozygoter Doppel-knockout-Mutanten (HEMA1/hema1/HEMA2/hema2 ) der F1-
Generation wurden neben grünen Samen gelbliche und blassgrüne Samen sowie Ovula, die keine
Samen hervorbrachten, beobachtet. Die blassgrünen Samen konnten phänotypisch den hema1 -
Mutanten zugeordnet werden, deren blassgrüne Pigmentierung bereits bei jungen Pflanzen be-
obachtet wurde (Abb. 3.2 A). Ungefähr 1/8 aller Samen in einer Schote wies eine gelbliche
– 46 –
Ergebnisse
Pigmentierung auf (Abb. 3.2 B), die ebenfalls bei einigen Pflanzen der F2-Generation zu beob-
achten war (Abb. 3.2 A). Etwa 7 % der Ovula brachten keine Samen hervor (Abb. 3.2 B).
Abb. 3.3: Phänotyp adulter HEMA-Mutanten. Phänotyp 11 Wochen alter hema1 -
(links) und hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Pflanzen (rechts), die auf saccharosehaltigem MS-
Medium unter Kurztagbedingungen angezogen wurden. Beide Mutanten bildeten Infloreszen-
zen (Detailaufnahme im linken Bild) mit sterilen Blüten aus.
Die verschiedenen HEMA-Mutanten wurden in PCRs auf die Insertionen der T-DNA sowie
deren Homozygotie hin überprüft (Abb. 3.4). In hema1 -Mutanten wurde der knockout von
HEMA1 bestätigt (PCR 1 und 2), während das HEMA2 -Gen unversehrt war (PCR 3 und
4). Für hema2 -Mutanten wurde hingegen keine Insertion der T-DNA in HEMA1 beobach-
tet (PCR 1), und der knockout von HEMA2 wurde verifiziert (PCR 3 und 4). In gelblichen
Mutanten wurde ein homozygoter knockout von HEMA1 nachgewiesen (PCR 1 und 2). Das
HEMA2 -Gen wies sowohl eine T-DNA Insertion (PCR 3) als auch ein intaktes Allel auf (PCR 4;
hema1/hema1/HEMA2/hema2 ).
Abb. 3.4: Genotypisierung von Col-0 und HEMA-Mutanten. Gesamt-DNA der knock-
out-Linien und des Wildtyps (Col-0) wurde präpariert und in PCRs mit gen- und T-DNA-
spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.3) eingesetzt. Es wurde jeweils eine Wasserkontrolle
(rechts) mitgeführt. Die PCR-Produkte wurden im 1 %igen Agarosegel zusammen mit einem
DNA-Marker zur Größenstandardisierung aufgetrennt. Die Größen der jeweiligen Amplikons
sind gekennzeichnet. 1: T-DNA Insertion in HEMA1 (TDNA_fw & HEMA1_rev2, 703 bp).
2: Intaktheit von HEMA1 (HEMA1_fw & HEMA1_rev2, 338 bp). 3: T-DNA Insertion in
HEMA2 (TDNA_fw & HEMA2_rev, 1497 bp). 4: Intaktheit von HEMA2 (HEMA2_for &
HEMA2_rev, 2062 bp).
Die gelblichen Doppel-knockout-Mutanten (hema1/hema1/HEMA2/hema2 ) waren wie hema1 -
knockout-Pflanzen nicht in der Lage auf Erde zu wachsen und wurden daher auf saccharosehalti-
gem MS-Medium angezogen (Abb. 3.2 A). Ihre Pigmentierung nahm mit zunehmenden Alter der
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Blätter weiter ab, sodass die Kotyledonen 28 Tage alter Pflanzen weiß erschienen. Die Pflanzen
waren wie hema1 -Mutanten stark im Wachstum retardiert und bildeten erst spät Infloreszenzen
aus, deren Blüten ebenfalls steril waren (Abb. 3.3).
Die Verzögerung im Wachstum ließ sich bereits bei 10 Tage alten Keimlingen beobachten
(Abb. A.2). Während Col-0 und hema2 -Mutanten bereits deutlich Primärblätter entwickelten,
ließen sich bei den schwächer pigmentierten HEMA-Mutanten lediglich kleine Kotyledonen be-
obachten. Die retardierten Keimlinge zeichneten sich ebenfalls durch ein retardiertes Wachstum
der Wurzeln aus.
Aus etwa 7 % aller Ovula entwickelten sich keine reifen Samen (Abb. 3.2 B). Diese Beobachtung
ließ sich mittels der zweiten MENDELschen Regel (Mendel 1866) der Mutante hema1/hema2
zuordnen, die folglich embryoletal ist.
Die grünen hema2 -Pflanzen zeigten einen wildtypartigen Gehalt an Chl a und Chl b sowie
ähnliche Hämmengen wie Col-0 (Abb. 3.5). Im Vergleich zu Col-0 kam es zu einer Reduzierung
des Chl-Gehaltes in hema1 -knockout-Pflanzen um über 80 % und zu einer weiteren Abnahme in
Doppel-knockout-Mutanten, in denen lediglich Chl a nachweisbar war (Abb. 3.5 A). Während
Col-0 und hema2 -Mutanten ähnliche Werte für das Chl a/Chl b-Verhältnis zeigten, waren die
Werte in hema1 -Pflanzen erhöht. Sowohl in hema1 - als auch hema1/hema1/HEMA2/hema2 -
Mutanten ließ sich eine ähnliche Abnahme des Hämgehaltes um etwa 40 % im Vergleich zu Col-0
messen (Abb. 3.5 B).
Abb. 3.5: Chl- und Hämgehalte der knockout-Linien. Chl und Häm wurden aus
dem Blattmaterial 28 d alter Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen auf saccharosehal-
tigen MS-Platten angezogen wurden, extrahiert und mit Hilfe der HPLC quantifiziert.
(A) Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Chl-Gehalte sowie das Chl a/Chl b-
Verhältnis aus vier biologischen Replikaten. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet. In
hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten konnte nur Chl a gemessen werden. (B) Mittelwer-
te und Standardabweichungen der gemessenen Hämgehalte aus vier biologischen Replikaten.
Wildtyppflanzen zeigten in TEM-Aufnahmen sichelförmige Plastiden mit Plastoglobuli und ei-
ner gut entwickelten Thylakoidstruktur (Abb. 3.6 A). Die Plastiden hellgrüner Blätter von
hema1 -Mutanten (Abb. 3.6 B) zeigten hingegen eine amorphe Struktur mit einer reduzier-
ten Anzahl an Thylakoidstapeln im Vergleich zu Plastiden des Wildtyps. Des Weiteren ließ
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sich ein erhöhter Gehalt an Nucleoiden und Plastoglobuli detektieren (Abb. 3.6 C). Plastiden
der gelblichen Blätter von hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten zeigten eine mit hema1
ähnliche Reduzierung der inneren Membranstruktur (Abb. 3.6 D). In älteren, weißen Blättern
von hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Pflanzen wurden Vesikel-ähnliche Strukturen beobachtet
(Abb. 3.6 E). Blätter von hema2 -Pflanzen wiesen wildtypartige Plastiden auf (nicht gezeigt).
Abb. 3.6: TEM-Aufnahmen der Plastiden von knockout-Mutanten. Die Pflanzen
wurden auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen für 20 d angezo-
gen. Fixierte Querschnitte junger Arabidopsis-Blätter wurden im TEM hinsichtlich ihrer
Plastidenstruktur analysiert. Im Vergleich zu Col-0 (A) zeigten die Plastiden von hema1 -
Mutanten (B) eine amorphe Struktur. In Detailaufnahmen von hema1 -Plastiden (C) wa-
ren kaum Thylakoidstapel zu beobachten aber eine erhöhte Anzahl an Nucleoiden (schwar-
zer Stern) und Plastoglobuli (weißer Pfeil). Die Plastidenstruktur in gelblichen Blätter von
hema1/hema1/HEMA2/hema2 (D) glich derer von knockout-Pflanzen von HEMA1 (B). Äl-
tere, weiße Blätter von hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten (E) enthielten Plastiden,
die kaum Thylakoiden aufwiesen aber eine Vielzahl an Vesikeln (schwarze Pfeile). (Maßstab=
500 nm)
Die HEMA-Transkriptmengen in 20 d alten Keimlingen zeigten in Col-0 eine 15-fach geringere
Expression von HEMA2 im Vergleich zu HEMA1 (Abb. 3.7). In hema1 - und Doppel-knockout-
Mutanten wurde eine vernachlässigbar geringe Expression von HEMA1 detektiert, die den knock-
out des Gens bestätigt. Die Expression von HEMA2 in diesen Mutanten war in etwa verdoppelt
im Vergleich zu Col-0. In 30 d alten Pflanzen konnte diese erhöhte Expression von HEMA2 nicht
mehr nachgeweisen werden (nicht gezeigt). Der HEMA1 -Transkriptgehalt in hema2 -Mutanten
war unverändert im Vergleich zu Col-0. Eine Expression von HEMA2 war in dieser Mutante
nicht nachweisbar.
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Abb. 3.7: qRT-PCR Analyse der HEMA-Transkriptmengen in den knockout-
Linien. Die untersuchten Linien wurden für 20 d unter Kurztagbedingungen auf saccharo-
sehaltigem MS-Medium angezogen. RNA wurde aus dem Blattmaterial der Keimlinge isoliert
und mit Hilfe des Oligonukleotids oligo-dT18 in cDNA umgeschrieben. Dargestellt sind die
Mittelwerte der relativen Transkriptmengen von HEMA1 (schwarz) und HEMA2 (grau) aus
drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten. Die Standardabweichungen
sind eingezeichnet. Als Referenzgen wurde ACT2 eingesetzt.
In SDS-Polyacrylamidgelen (PAA-Gelen) wurde jeweils Gesamtprotein entsprechend 1 mg Frisch-
gewicht aufgetragen (Kap. 2.2.7.3), um den Proteingehalt in einer gleichen Anzahl an Zellen
miteinander zu vergleichen. Coomassie Brilliantblau-gefärbte PAA-Gele, in denen extrahierte
Gesamtproteine der HEMA-Mutanten und des Wildtyps aufgetrennt wurden, zeigten für hema1 -
und Doppel-knockout-Pflanzen, dass Proteine im Bereich von ca. 27 kDa fehlten bzw. weniger
abundant vorhanden waren (Abb. 3.8 A). Des Weiteren wurde ein verminderter Gehalt der
großen und kleinen Untereinheit der RuBisCO (RbcL – 52,7 kDa bzw. RbcS – 14,9 kDa) in
hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten detektiert. In hema1 -Mutanten konnte ebenfalls ein
leicht verringerter Gehalt an RbcL beobachtet werden.
Der knockout von HEMA1 in hema1 - und hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Pflanzen wurde
ebenfalls auf Proteinebene nachgewiesen (Abb. 3.8 B). In Immunoblots wurde GluTR1 ledig-
lich in Col-0 und in hema2 -Mutanten nachgewiesen, wobei die Proteinmengen in beiden Linien
ähnlich waren. Aufgrund des Fehlens eines spezifischen Antikörpers zum Zeitpunkt der Durchfüh-
rung, der ausschließlich GluTR2 erkennt, konnte der knockout von HEMA2 in hema2 -Mutanten
nicht gezeigt werden. Der GluTR1/GluTR2-Antikörper (Tab. 2.4) besitzt eine ähnliche Sensi-
tivität für die Detektion beider Arabidopsis GluTR-Isoformen (Apitz et al. 2014), wodurch die
hohe Abundanz von GluTR1 in Arabidopsis die Detektion von GluTR2 verhindert. In hema1 -
Mutanten, die kein GluTR1 exprimierten, ließ sich mit Hilfe des GluTR1/GluTR2-Antikörpers
ein geringer Gehalt an GluTR2 detektieren, der in hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten
noch schwächer ausfiel.
In Immunoblots wurden außerdem Antikörper gegen Enzyme der Tetrapyrrolbiosynthese (GSA-
AT, CHL27, POR) eingesetzt, um mögliche Veränderungen innerhalb des Syntheseweges kennt-
lich zu machen. Des Weiteren wurden GluTR-interagierende Proteine (GBP, FLU) getestet, da
der Verlust einer GluTR in den HEMA-Mutanten eventuell Einfluss auf den Gehalt an Interakti-
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onspartnern hatte. Chl-bindende Proteine (LHCB1) wurden ebenfalls in Immunoblots überprüft,
um Konsequenzen von geringeren Chl-Mengen in den verschiedenen HEMA-Mutanten sichtbar
zu machen.
Der Gehalt von GSA-AT und CHL27 war in den schwächer pigmentierten Mutanten hema1
und hema1/hema1/HEMA2/hema2 im Vergleich zu Col-0 erhöht, während hema2 -knockout-
Pflanzen einen zum Wildtyp ähnlichen Gehalt aufwiesen (Abb. 3.8 B). Die Mengen an PORA
(obere Bande im POR-Immunoblot) und PORB (untere Bande im POR-Immunoblot) in hema2 -
Mutanten waren identisch zu den Mengen in Col-0. Die blassgrünen und gelblichen HEMA-
Mutanten zeigten hingegen eine verstärkte Akkumulation des PORA-Proteins, die bei hema1
deutlich stärker ausfiel. In diesen Mutanten wurde im Vergleich zu Col-0 eine geringere Menge
an GBP und FLU detektiert. Die gelblichen Mutanten zeigten dabei tendenziell eine stärke-
re Verminderung des Proteingehaltes als hema1 -knockout-Pflanzen. hema2 -Mutanten zeigten
hingegen keine Auffälligkeiten im Vergleich zum Wildtyp. Die LHCB1-Proteine waren kaum de-
tektierbar in hema1 - und hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Mutanten.
Die zur Untersuchung der HEMA-Mutanten verwendeten Antikörper wurden später ebenfalls bei
der Analyse von verschiedenen transgenen Linien (A1 und A2 – Kap. 3.2, A2::A1 – Kap. 3.3,
A1∆HBD – Kap. 3.4, A3 – Kap. 3.8) eingesetzt.
Abb. 3.8: Proteingehalte der HEMA-Mutanten. Proteine 28 d alter Wildtyp- und
HEMA-Mutanten-Pflanzen wurden extrahiert und in 12 %igen PAA-Gelen zusammen mit
einem Marker zur Größenstandardisierung aufgetrennt. Die Pflanzen wurden unter Kurztag-
bedingungen auf saccharosehaltigem MS-Medium angezogen. (A) Coomassie Brilliantblau-
gefärbtes Proteingel. (B) Immunoblots mit den am rechten Rand angegebenen Antikörpern
(Tab. 2.4). Zur Beladungskontrolle wurden die Membranen mit Ponceau S gefärbt und die
große Untereinheit der RuBisCO (RbcL) dokumentiert.
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3.2 Komplementation von hema1 -Mutanten durch Expression von HEMA1
bzw. HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors
Messungen der HEMA-Transkriptmengen in Col-0 zeigten eine 15-fach geringere Akkumulation
von HEMA2 -Transkripten im Vergleich zu HEMA1 -Transkripten (Abb. 3.7). In Immunoblots
wurde ein ähnliches Mengenverhältnis der korrespondierenden GluTR-Proteine beobachtet (An-
tikörper gegen GluTR1 und GluTR1/GluTR2 in Abb. 3.8 B).
Um zu überprüfen, ob GluTR2 bei einer höheren Expression in der Lage ist, GluTR1 zu ersetzen,
wurde HEMA2 in hema1 -Mutanten überexprimiert.
Zur Generierung von HEMA2 -Überexpressoren wurde die kodierende Region von HEMA2 aus
der genomischen DNA von Col-0 amplifiziert und in den Vektor pJA_1.1 ligiert, der den Pro-
motor und die 5’- und 3’-UTRs von HEMA1 enthielt (Kap. 2.1.4). Bei der Ligation wurden die
Schnittstellen AscI und Sbf I zwischen den UTR-Sequenzen genutzt (Kap. 2.2.6.8), wodurch die
kodierende Region von HEMA2 mit dem Promotor und den 5’- und 3’-UTRs von HEMA1 fusio-
niert wurde. Das Genkonstrukt wurde in heterozygote hema1 -knockout-Pflanzen eingebracht und
die Transformanten wurden auf das Vorhandensein des Transgens und den knockout von HEMA1
hin untersucht. Zwei Arabidopsis-Pflanzen, die homozygot für den knockout von HEMA1 waren
und das Transgen enthielten, wurden zur weiteren Analyse ausgewählt und werden fortan als
Linien A2 #1 und A2 #2 bezeichnet.
Als Kontrolle wurde die kodierende Sequenz von HEMA1 nach dem gleichen Prinzip mit dem
Promotor und den UTRs von HEMA1 fusioniert und zur Transformation von hema1 -Mutanten
eingesetzt. Homozygote hema1 -Mutanten, die eine auf diese Weise eingebrachte transgene Ko-
pie von HEMA1 exprimieren werden fortan als Kontroll-Linie A1 bezeichnet. In dieser Arbeit
gelang lediglich die Generierung einer Kontroll-Linie.
Abb. 3.9: Phänotyp der Linien A1, A2 #1 und A2 #2. Das in hema1 -Mutanten
im Vergleich zu Col-0 beobachtete retardierte Wachstum sowie die schwächere Pigmentierung
wurden in der Kontroll-Linie A1 vollständig komplementiert. 28 d alte Pflanzen der Linien
A2 #1 und A2 #2 zeigten ebenfalls einen Phänotyp, der nicht von Col-0 unterscheidbar war.
Die Linien wurden auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen.
Die Kontroll-Linie A1 wies einen grünen, von Col-0 ununterscheidbaren Phänotyp auf (Abb. 3.9)
und war in der Lage photoautotroph auf Erde zu wachsen (Abb. 3.31 A). Chl- und Häm-
gehalte sowie das Verhältnis von Chl a zu Chl b waren identisch zum Arabidopsis-Wildtyp
(Abb. 3.11 A, B).
Der homozygote knockout von HEMA1 (PCR 1 und 2) in der Linie A1 sowie das eingebrachte
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Transgen (PCR 4) wurden in einer PCR mit gen-, T-DNA- und Vektor-spezifischen Oligonukleo-
tiden bestätigt (Abb. 3.10). Bei der Amplifikation der genomischen HEMA1 -Sequenz wurden
stets Oligonukleotide verwendet, die im Gen und stromabwärts der 3’UTR von HEMA1 im
Arabidopsis-Genom banden (Abb. A.3), um eine gleichzeitige Amplifikation des Transgens zu
vermeiden.
Analysen der Transkriptmengen zeigten eine 3,5-fach erhöhte HEMA1 mRNA-Abundanz in
der A1-Linie im Vergleich zu Col-0, während der HEMA2 -Transkriptgehalt unverändert war
(Abb. 3.12 A).
Abb. 3.10: Nachweis des knockouts von HEMA1 sowie des Transgens in den Linien
A1, A2 #1 und A2 #2. Gesamt-DNA 28 d alter Pflanzen wurde extrahiert und in PCRs
mit gen-, T-DNA- sowie Vektor-spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.3) amplifiziert. Es wurde
jeweils eine Wasserkontrolle (jeweils rechts) mitgeführt. Die Produkte der PCR wurden in
einem 1 %igen Agarosegel parallel zu einem Marker zur Größenstandardisierung aufgetrennt.
Die Größen der Amplikons sind jeweils am rechten Rand gekennzeichnet. 1: T-DNA Insertion
in HEMA1 (TDNA_fw & HEMA1_rev2, 703 bp). 2: Intaktheit von HEMA1 (HEMA1_fw &
HEMA1_rev, 1524 bp). 3: Transgen in A2 #1 und A2 #2 (HEMA2_fw & seqNOS, 2062 bp).
4: Transgen in A1 (HEMA1_fw & HEMA1_rev3, 1655 bp).
Homozygote hema1 -knockout-Pflanzen, die HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors
exprimierten, zeigten ebenfalls einen wildtypartigen Phänotyp (Abb. 3.9).
Der knockout von HEMA1 in A2 #1 und A2 #2 sowie das eingebrachte Transgen wurden
mit Hilfe einer PCR bestätigt (Abb. 3.10). In beiden A2-Linien wurde keine intakte Kopie
des endogenen HEMA1 -Gens (PCR 2) nachgewiesen, sondern lediglich die T-DNA Insertion
(PCR 1). Das Transgen (PCR 3) wurde exklusiv in A2 #1 und A2 #2 detektiert.
Die A2-Linien waren fertil (nicht gezeigt), in der Lage photoautotroph auf Erde zu wachsen
(Abb. 3.31 A) und zeigten eine mit Col-0 identische Pigmentierung (Abb. 3.9). Des Weiteren
zeigten die A2-Pflanzen ein ähnliches Wachstumsverhalten wie Wildtyppflanzen von Arabidopsis
(Abb. 3.9, Abb. 3.31 A), das ebenfalls in den Wurzeln beobachtet werden konnte (Abb. A.4).
Die in den A2-Linien gemessenen Chl-Gehalte waren mit dem in Col-0 gemessenen Gehalt iden-
tisch (Abb. 3.11 C). Die ermittelten Chl a/Chl b-Verhältnisse waren im Vergleich zu knockout-
Pflanzen von HEMA1, die kein Transgen besaßen, stark reduziert und zeigten einen mit Col-0
vergleichbaren Wert von 2,4-2,5.
Während hema1 -Mutanten ungefähr eine Halbierung des Hämgehaltes im Vergleich zum Ara-
bidopsis-Wildtyp aufwiesen, konnten in den Linien A2 #1 und A2 #2 Hämmengen detektiert
werden, die identisch mit dem in Col-0 gemessenen Hämgehalt waren (Abb. 3.11 D).
– 53 –
Ergebnisse
Abb. 3.11: Chl- und Hämgehalte der Linien A1, A2 #1 und A2 #2. Chl und Häm
wurde aus 28 d alten Pflanzen, die auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedin-
gungen angezogen wurden, extrahiert und mittels HPLC quantifiziert. (A), (C) Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Chl-Gehalte aus vier biologischen Replika-
ten. Das Verhältnis von Chl a zu Chl b in Col-0, hema1 und den Linien A1, A2 #1 und A2 #2
mit den Standardabweichungen ist angegeben. (B), (D) Mittelwerte der aus vier biologischen
Replikaten gemessenen Hämgehalte. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet.
Abb. 3.12: qRT-PCR Analysen der HEMA-Transkriptmengen in den Linien A1,
A2 #1 und A2 #2. RNA von Pflanzen, die 28 d auf saccharosehaltigen MS-Platten un-
ter Kurztagbedingungen angezogen wurden, wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die
cDNA wurde in der qRT-PCR zusammen mit HEMA1 -, HEMA2 - und ACT2 -spezifischen
Oligonukleotiden (Tab. 2.7) eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der relativen Transkriptmengen von HEMA1 (schwarz) und HEMA2 (grau) aus vier
biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten für Col-0, hema1, A1-Pflanzen (A)
und A2-Linien (B). ACT2 diente als Referenzgen.
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Die Expression von HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors führte in den A2-Linien
zu HEMA2 -Transkriptmengen, die im Vergleich zu HEMA1 in Col-0 1,5-fach (A2 #1) oder
sogar 4-fach (A2 #2) erhöht waren (Abb. 3.12 B). HEMA1 -Transkriptmengen waren in den
A2-Pflanzen sowie in hema1 -Mutanten vernachlässigbar gering und bestätigten den knockout
von HEMA1. hema1 -Mutanten zeigten eine leichte Erhöhung der HEMA2 -Transkripte.
Eine weitere A2-Linie (A2 #3) exprimierte HEMA2 deutlich unter dem HEMA1 -Niveau vom
Arabidopsis-Wildtyp (nicht gezeigt), wodurch es zu einem schwächer pigmentierten Phänotyp
kam (nicht gezeigt) und die Linie daher nicht weiter in dieser Arbeit analysiert wurde.
Abb. 3.13: Proteingehalte der Linien A1, A2 #1 und A2 #2. Proteine 28 d alter
Pflanzen wurde extrahiert und zusammen mit einem Marker zur Größenstandardisierung in
12 %igen PAA-Gelen aufgetrennt. Die Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen auf sac-
charosehaltigem MS-Medium angezogen. (A) Proteingel gefärbt mit Coomassie Brilliantblau.
(B) Immunoblots mit den am rechten Rand angegebenen Antikörpern (Tab. 2.4). Der ver-
wendete Antikörper GluTR2 unterscheidet sich von dem in Abb. 3.8 B verwendeten Anti-
körper hinsichtlich Spezifität und Sensitivität (Tab. 2.4). Als Beladungskontrolle diente eine
Ponceau S-gefärbte Membran, in der die große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert wurde.
Der knockout von HEMA1 in den A2-Linien wurde auf Proteinebene bestätigt (Abb. 3.13 B).
Sowohl in A2 #1 und A2 #2 als auch in der knockout-Mutante selbst konnte GluTR1 nicht
detektiert werden. Die Kontroll-Linie A1 zeigt einen gegenüber Col-0 leicht erhöhten Gehalt an
GluTR1, der in einigen Immunoblots deutlicher zu erkennen war (z. B. Abb. 3.27). Im Gegensatz
zu Col-0 und A1, in denen die geringe Abundanz von GluTR2 aufgrund der niedrigen Sensiti-
vität des GluTR2-Antikörpers nicht nachweisbar war, konnte eine geringe Menge an GluTR2
in hema1 -Mutanten detektiert werden. In den Linien A2 #1 und A2 #2 wurde hingegen eine
stark erhöhte GluTR2-Proteinakkumulation gemessen.
Immunoblot-Analysen von Proteinen, die an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligt sind (GSA-AT,
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CHL27 und POR) sowie mit der GluTR interagieren (GBP und FLU), zeigten in den Linien
A1 und A2 ähnliche Abundanzen wie in Col-0 (Abb. 3.13 B). Der zuvor beobachtete verringer-
te Gehalt des Proteins FLU in hema1 -Mutanten (Abb. 3.8) wurde in diesem Immunoblot nur
geringfügig nachgewiesen und ist auf eine nicht gleichmäßige Beladung des PAA-Gels zurückzu-
führen. Proteine der Lichtsammelkomplexe zeigten sowohl im Coomassie Brilliantblau-gefärbten
PAA-Gel bei ungefähr 27 kDa (Abb. 3.13 A) als auch im Immunoblot mit Hilfe des LHCB1-
Antikörpers (Abb. 3.13 B) einen wildtypartigen Gehalt in den Linien A1 und A2. Während die
Proteinmenge der großen Untereinheit der RuBisCO in hema1 -Mutanten teilweise verringert
war, wurde eine wildtypartige Abundanz in den Linien A1, A2 #1 und A2 #2 nachgewiesen
(Abb. 3.13 A).
Messungen der ALA-Syntheserate offenbarten eine wildtypartige Syntheserate der Linien A2 #1
und A2 #2 (Abb. 3.14). Die Kontroll-Linie A1 zeigte hingegen eine 1,2-fach erhöhte ALA-
Syntheserate im Vergleich zum Arabidopsis-Wildtyp.
Abb. 3.14: ALA-Syntheseraten der Linien A1, A2 #1 und A2 #2. Die ALA-
Syntheserate wurde in 14 d alten Keimlingen, die auf Erde unter Kurztagbedingungen an-
gezogen wurden, bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen der ALA-
Syntheseraten aus vier biologischen Replikaten.
Neben der unterschiedlichen Expression von HEMA1 und HEMA2 (Ujwal et al. 2002) ist eben-
falls eine unterschiedliche posttranslationale Regulation von GluTR1 und GluTR2 möglich.
Während eine Interaktion des GBP mit beiden Isoformen der GluTR in Arabidopsis dokumen-
tiert wurde (Czarnecki et al. 2011), zeigte FLU in Hefe-2-Hybrid-Experimenten ausschließlich
eine Interaktion mit GluTR1 (Goslings et al. 2004). flu-Mutanten akkumulieren im Dunkeln
Pchlid aufgrund einer fehlenden feedback-Inhibierung der GluTR1 (Meskauskiene et al. 2001,
Meskauskiene & Apel 2002).
Um zu überprüfen, ob die erhöhten Mengen an GluTR2 in den A2-Linien (Abb. 3.13 B) aufgrund
einer fehlenden flu-vermittelten Repression der ALA-Synthese im Dunkeln zur Akkumulation
von Pchlid führen, wurde der Gehalt an Pchlid während der Lichtperiode und am Ende einer
14-stündigen Dunkelperiode gemessen.
Messungen der Pchlid-Gehalte 30 d alter Arabidopsis-Pflanzen, die auf Erde unter Kurztagbe-
dingungen angezogen wurden, zeigten erhöhte Mengen an Pchlid am Ende der Dunkelphase im
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Vergleich zur Lichtphase (Abb. 3.15). Vergleicht man nun die Akkumulation von Pchlid am Ende
der Dunkelperiode, wurde in den Linien A2 #1 und A2 #2 sogar ein 1,7-fach erhöhter Pchlid-
Gehalt im Vergleich zu Col-0 und A1 detektiert. Die Pchlid-Gehalte während der Lichtphase
waren in allen untersuchten Arabidopsis-Pflanzen ähnlich.
Abb. 3.15: Pchlid-Gehalte der Linien A1, A2 #1 und A2 #2 während der Licht-
periode und am Ende der Dunkelphase. Pchlid wurde aus 30 d alten Pflanzen, die auf
Erde unter Kurztagbedingungen angezogen wurden, extrahiert und mit Hilfe der HPLC quan-
tifiziert. Proben wurden während der Lichtphase (grau; 3 h Licht) und am Ende der Dunkel-
phase (schwarz) genommen. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie Standardabweichungen der
Pchlid-Gehalte aus vier biologischen Replikaten. Die A2-Pflanzen zeigten nach 14 h Dunkelheit
erhöhte Pchlid-Gehalte im Vergleich zu Col-0 und A1.
Abb. 3.16: ALA-Syntheseraten der Linien A1, A2 #1 und A2 #2 im Dauerlicht.
Arabidopsis-Pflanzen wurden auf Erde im Dauerlicht angezogen und nach 14 d zur Messung der
ALA-Syntheserate herangezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
aus vier biologischen Replikaten.
Aufgrund der fehlenden feedback-Regulation der GluTR1-Aktivität im Dunkeln sind flu-Mu-
tanten nur unter Dauerlichtbedingungen überlebensfähig (Meskauskiene et al. 2001). Die im
Dauerlicht gemessenen ALA-Syntheseraten zeigten erhöhte Raten für die flu-knockout-Pflanzen
im Vergleich zum Wildtyp, sodass ebenfalls eine FLU-vermittelte Regulation der ALA-Synthese
im Licht postuliert wird (Goslings et al. 2004).
Die ALA-Syntheseraten von im Dauerlicht angezogenen Pflanzen wurden gemessen, um die A2-
Linien auf erhöhte Syntheseraten zu untersuchen.
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Während Goslings et al. (2004) eine etwa 3-fache Steigerung der ALA-Syntheserate in flu-
Mutanten gegenüber dem Wildtyp beschrieben, konnte in Messungen der ALA-Syntheserate
14 d alter flu-Mutanten lediglich eine 1,6-fach erhöhte Rate im Vergleich zu Col-0 detektiert
werden (Abb. 3.16). Die Linie A1 zeigte eine 1,5-fach erhöhte ALA-Syntheserate, die identisch
mit der in flu-knockout-Pflanzen ermittelten Rate war. In den Linien A2 #1 und A2 #2 wurde
hingegen nur eine geringfügig erhöhte ALA-Syntheserate unter Dauerlichtbedingungen gemes-
sen.
Die Ergebnisse gaben erste Hinweise auf eine unterschiedliche feedback-Regulation von GluTR1
und GluTR2 durch FLU. Um diese bereits postulierte Hypothese (Goslings et al. 2004) detail-
lierter zu analysieren, wurden weitere Untersuchungen durchgeführt (Kap. 3.5).
3.3 Expression von HEMA1 unter Kontrolle des HEMA2 -Promoters in
hema1 -Mutanten
Nach der erfolgreichen Komplementation der blassgrünen hema1 -Mutante durch die Expressi-
on von HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors (Kap. 3.2), wurde die Expression von
HEMA1 unter Kontrolle des HEMA2 -Promotors in den knockout-Mutanten näher untersucht.
Diese transgenen Pflanzen ermöglichen einen weiteren Einblick in die Bedeutung der HEMA-
Promotoren für die unterschiedliche Expression der GluTR-Isoformen und den damit verbunde-
nen differenziellen Beitrag zur ALA-Synthese.
Wildtyppflanzen von Arabidopsis haben gezeigt, dass die Expression von HEMA2 15-fach schwä-
cher ist im Vergleich zur Expression von HEMA1 (Abb. 3.7). Eine vollständige Komplementation
der hema1 -Mutante ist daher nicht zu erwarten.
Abb. 3.17: Phänotyp der Linie A2::A1. Phänotyp 28 d alter A2::A1-Pflanzen, die auf
saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen für 28 d angezogen wurden, im
Vergleich zu Col-0, hema1 und A1. Die A2::A1-Linie zeigte einen schwächer pigmentierten
Phänotyp als Col-0 und A1 und war leicht im Wachstum retardiert.
Die kodierende Region von HEMA1 wurde mittels PCR aus der genomischen DNA von Col-0
amplifiziert und in den Vektor pJA_1.2 ligiert, der mit dem Promotor von HEMA2 sowie den 5’-
und 3’-UTRs von HEMA1 ausgestattet war (Kap. 2.1.4, Kap. 2.2.6.8). Das Genkonstrukt wur-
de in heterozygote hema1 -knockout-Pflanzen mit Hilfe von Agrobakterien eingebracht. Trans-
formanten der T2-Generation, die homozygot für den knockout von HEMA1 waren und das
Transgen besaßen wurden weiter analysiert und werden fortan als Linie A2::A1 bezeichnet. Die
Selektion der Transformanten erfolgte in diesem Fall auf saccharosehaltigen MS-Platten, da ei-
ne zuvor durchgeführten Selektion auf Erde erfolglos war. In dieser Arbeit gelang lediglich die
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Generierung einer Linie, die das Transgen im homozygoten Hintergrund von hema1 exprimierte
und eine partielle Komplementation zeigte.
Arabidopsis-Pflanzen, die das Transgen exprimierten, zeigten eine partielle Komplementation
des Phänotyps von hema1 (Abb. 3.17). Im Vergleich zu Col-0 wurde ein hellgrüner Phänotyp
sowie weiterhin ein leicht retardiertes Wachstum beobachtet.
A2::A1-Pflanzen wurden aufgrund einer Limitierung des Saatguts ausschließlich auf saccharose-
haltigem MS-Medium angezogen. Daher ist nicht bekannt, ob ein photoautotrophes Wachstum
auf Erde möglich ist.
Abb. 3.18: Chl- und Hämgehalte der Linie A2::A1. Chl und Häm wurde aus 28 d
alten Arabidopsis-Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen auf saccharosehaltigen MS-Platten
kultiviert wurden, extrahiert und mit Hilfe der HPLC quantifiziert. (A) Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der Chl-Gehalte aus vier biologischen Replikaten sowie
die dazugehörigen Verhältnisse von Chl a zu Chl b. (B) Hämgehalte in Col-0, hema1, A1 und
A2::A1 aus vier biologischen Replikaten. Die Standardabweichungen sind eingezeichnet.
Abb. 3.19: Nachweis des knockout von HEMA1 sowie des Transgens in der A2::A1-
Linie. Aus 28 d alten Pflanzen, die auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedin-
gungen angezogen wurden, wurde Gesamt-DNA extrahiert und in PCRs mit gen-, T-DNA-
sowie Vektor-spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.3) amplifiziert. Dabei wurde jeweils eine
Wasserkontrolle (rechts) mitgeführt. Die Amplikons wurden anschließend in einem 1 %igen
Agarosegel parallel zu einem Größenstandard aufgetrennt. Die Größen der Produkte sind ge-
kennzeichnet. 1: Intaktheit von HEMA1 (HEMA1_fw & HEMA1_rev, 1524 bp). 2: T-DNA In-
sertion in HEMA1 (TDNA_fw & HEMA1_rev2, 703 bp). 3: Transgen in A2::A1 (A2Prom_fw
& A2Prom_rev, 1106 bp).
Der optische Eindruck einer stärkeren Pigmentierung der A2::A1-Pflanzen im Vergleich zu
hema1 -Mutanten wurde in Messungen des Chl-Gehaltes bestätigt (Abb. 3.18 A). Es konnte
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ein 2,9-fach erhöhter Gehalt an Chl in der A2::A1-Linie im Vergleich zu knockout-Mutanten von
HEMA1 ermittelt werden und das Verhältnis von Chl a zu Chl b war um die Hälfte gesunken.
Der Gehalt von Häm war in der A2::A1-Linie gegenüber hema1 -Mutanten um 21 % erhöht
(Abb. 3.18 B).
Da der knockout von HEMA1 in den A2::A1-Pflanzen aufgrund der Expression des Transgens
weder auf Transkript- noch auf Proteinebene nachgewiesen werden konnte, wurde dieser mit
Hilfe der PCR nachgewiesen (Abb. 3.19). Die T-DNA Insertion (PCR 2) wurde sowohl in hema1 -
Mutanten als auch in A2::A1 detektiert, während diese Pflanzen kein intaktes, endogenes Allel
von HEMA1 (PCR 1) zeigten, das jedoch in Col-0 amplifiziert werden konnte. Das Transgen
wurde ausschließlich in der A2::A1-Linie detektiert (PCR 3).
Analysen der HEMA-Transkriptmengen zeigten einen im Vergleich zu hema1 -Mutanten erhöh-
ten Gehalt an HEMA1 in A2::A1-Pflanzen (Abb. 3.20). Während HEMA1 in den knockout-
Mutanten kaum messbar war, wurde in der A2::A1-Linie eine HEMA1 -Expression detektiert,
die 60 % der in diesen Pflanzen gemessenen HEMA2 -Expression entsprach. Col-0 und A1 zeigten
identische Gehalte an HEMA2, wohingegen in hema1 -knockout-Pflanzen eine leichte Erhöhung
messbar war. Für die A1-Linie konnten erneut erhöhte Transkriptmengen von HEMA1 im Ver-
gleich zu Col-0 gemessen werden.
Abb. 3.20: qRT-PCR Analyse der HEMA-Transkriptmengen in der Linie A2::A1.
RNA wurde von 28 d alten Pflanzen, die auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztag-
bedingungen angezogen wurden, extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
in der qRT-PCR mit HEMA1 -, HEMA2 - und ACT2 -spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.7)
eingesetzt, wobei ACT2 als Referenzgen diente. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen der relativen Transkriptmengen von HEMA1 (schwarz) und HEMA2 (grau) aus
drei biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten für Col-0, hema1, A1- und
A2::A1-Linien. (y-Achsenunterbrechung von 0,095-0,1)
Analysen des Proteingehaltes in A2::A1-Pflanzen zeigten einen im Vergleich zu hema1 -Mutanten
erhöhten Gehalt an GluTR1, der jedoch gegenüber dem Wildtyp und A1 stark verringert war
(Abb. 3.21). Der in hema1 -knockout-Pflanzen beobachtete erhöhte Gehalt an GSA-AT und POR
wurde ebenfalls in A2::A1-Pflanzen detektiert. Proteinabundanzen von GBP und FLU waren
hingegen wildtypartig und zeigten keine verringerte Abundanz, die für knockout-Pflanzen von
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HEMA1 charakteristisch ist. In der A2::A1-Linie wurde ein im Vergleich zu hema1 -Mutanten
erhöhter Gehalt an Chl-bindenden Proteinen mit Hilfe des Antikörpers gegen LHCB1 nach-
gewiesen, der jedoch geringer war als in Col-0 oder A1. Die Proteinakkumulation der großen
Untereinheit der RuBisCO war ähnlich zu den in Col-0 und A1 beobachteten Proteinmengen.
Abb. 3.21: Proteingehalte in der Linie A2::A1. Col-0, hema1 und die Linien A1 so-
wie A2::A1 wurden auf saccharosehaltigen MS-Platten unter Kurztagbedingungen angezogen.
Proteine 28 d alter Pflanzen wurden extrahiert und zusammen mit einem Marker zur Grö-
ßenstandardisierung in 12 %igen PAA-Gelen aufgetrennt. In den Immunoblots wurden die am
rechten Rand angegebenen Antikörper (Tab. 2.4) eingesetzt. Als Beladungskontrolle diente ei-
ne Ponceau S-gefärbte Membran, in der die große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert
wurde.
3.4 Expression einer N-terminal verkürzten GluTR1 in hema1 -Mutanten
Die prozessierte GluTR der Pflanzen besitzt eine stark konservierte N-terminale Verlängerung
von 31-34 Aminosäuren, die nicht in bakteriellen Enzymen nachweisbar ist (Vothknecht et al.
1998). Vothknecht et al. (1998) postulieren, dass diese N-terminale Region für eine Häm-ver-
mittelte Inhibierung des Enzyms notwendig ist (Häm-Bindedomäne – HBD).
In späteren Versuchen konnte außerdem gezeigt werden, dass die N-terminale Region der GluTR1
für die Interaktion mit GBP und Proteinen des Clp Protease Systems benötigt wird (Kap. 3.6).
Abb. 3.22: Schematische Darstellung der um die N-terminale HBD verkürzte
GluTR1 in Arabidopsis. Die kodierende Sequenz von HEMA1 ohne Introns (cDNA) wurde
am 5’-Ende um 87 nt verkürzt (Abb. A.5), sodass es zur Expression einer um 29 AS verkürzten
GluTR1 kam. (TP= Transitpeptid)
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Zur weiteren Aufklärung der Funktion der HBD wurde eine N-terminal verkürzte GluTR1 in
hema1 -Mutanten exprimiert (GluTR1∆HBD in Abb. 3.22) . Dazu wurde die kodierende Sequenz
von HEMA1 mit einer Deletion der HBD-korrespondierenden 87 Nukleotide (nt) mittels PCR
aus der cDNA von Col-0 amplifiziert und anschließend in pJA_1.1 ligiert, wodurch eine Fusion
der kodierenden Region mit dem Promotor sowie der 5’- und 3’-UTR von HEMA1 erzielt wurde
(Kap. 2.1.4, Kap. 2.2.6.8). Das Konstrukt wurde in heterozygote hema1 -Mutanten eingebracht.
Mittels PCR wurde die T1- und T2-Generation auf das Transgen und die Homozygotie der
T-DNA Insertion in HEMA1 hin untersucht. Zwei Linien, die homozygot für den knockout von
HEMA1 waren und das Transgen beinhalteten, wurden weiter analysiert und werden fortan als
A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 bezeichnet.
Abb. 3.23: Phänotyp der Linien A1∆HBD #1 und #2. Phänotyp 28 d alter A1∆HBD-
Pflanzen, die auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen wur-
den, im Vergleich zu Col-0, hema1 und zur Kontroll-Linie A1. Die A1∆HBD-Linien zeigten
einen wildtypartigen Phänotyp.
Abb. 3.24: Chl- und Hämgehalte der Linien A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2. Chl
und Häm wurde aus 28 d alten Pflanzen extrahiert und mittels HPLC quantifiziert. Col-0,
hema1, A1 sowie A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 wurden auf saccharosehaltigem MS-Medium
unter Kurztagbedingungen angezogen. (A) Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Chl-Gehalte aus vier biologischen Replikaten. Das Chl a/Chl b-Verhältnis mit
Standardabweichungen ist angegeben. (B) Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Hämgehalte aus vier biologischen Replikaten. Bei dieser Abbildung handelt es sich
um eine Erweiterung der Abb. 3.11 A, B.
Auf saccharosehaltigen MS-Platten zeigten hema1 -Mutanten, die die N-terminal um 29 AS ver-
kürzte GluTR1 exprimierten, einen von Col-0 nicht unterscheidbaren Phänotyp (Abb. 3.23). In
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der HPLC wurde ein ähnlicher Chl-Gehalt gemessen wie im Arabidopsis-Wildtyp (Abb. 3.24 A).
Die A1∆HBD-Linien waren in der Lage photoautotroph auf Erde angezogen zu werden (gezeigt
für A1∆HBD #1 in Abb. 3.31 A).
Die vollständige Komplementation spiegelte sich ebenfalls im Hämgehalt wieder, der in den Li-
nien A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 identisch mit den in Col-0 und der Kontroll-Linie A1
gemessenen Hämmengen war (Abb. 3.24 B). Ein erhöhtes Verhältnis von Chl a zu Chl b, wie es
charakteristisch für hema1 -Mutanten ist, wurde nicht beobachtet (Abb. 3.24 A).
Abb. 3.25: Nachweis des knockouts von HEMA1 sowie des Transgens in A1∆HBD.
Gesamt-DNA wurde aus Col-0, hema1 und A1∆HBD extrahiert und in PCRs mit gen-,
T-DNA- und Vektor-spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.3) eingesetzt. Dabei wurde jeweils
eine Wasserkontrolle (rechts) mitgeführt. Die Amplikons wurden in 1 %igen Agarosegelen zu-
sammen mit einem Marker zur Größenstandardisierung aufgetrennt. Die Größen der Produkte
sind gekennzeichnet. 1: Intaktheit von HEMA1 (HEMA1_fw & HEMA1_rev, 1524 bp). 2:
Transgen in A1∆HBD (HBD_fw & HEMA1_rev2, 691 bp). 3: T-DNA Insertion in HEMA1
(TDNA_fw & HEMA1_rev2, 703 bp).
Abb. 3.26: qRT-PCR Analyse der HEMA-Transkriptmengen in den A1∆HBD-
Linien. RNA wurde aus 28 d alten Pflanzen gewonnen, die auf saccharosehaltigen MS-Platten
unter Kurztagbedingungen angezogen wurden. Die daraus durch Umschreibung gewonnene
cDNA wurde in der qRT-PCR zusammen mit HEMA1 -, HEMA2 - und ACT2 -spezifischen
Oligonukleotiden (Tab. 2.7) eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der relativen Transkriptmengen von HEMA1 (schwarz) und HEMA2 (grau) aus vier
biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten. ACT2 diente als Referenzgen. Bei
dieser Abbildung handelt es sich um eine Erweiterung der Abb. 3.12 A. (y-Achsenunterbrechung
von 0,3-0,4)
Der knockout von HEMA1 sowie die Anwesenheit des Transgens in den Linien A1∆HBD #1 und
A1∆HBD #2 wurde in einer PCR mit gen-, T-DNA- und Vektor-spezifischen Oligonukleotiden
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bestätigt (Abb. 3.25; gezeigt für A1∆HBD #1). In den A1∆HBD-Linien ließ sich kein intaktes,
endogenes HEMA1 -Allel (PCR 1) amplifizieren, während eine T-DNA Insertion in diesem Gen
(PCR 3) detektiert wurde. Das Transgen (PCR 2) wurde ausschließlich in A1∆HBD nachge-
wiesen und bestätigte zudem aufgrund der Größe von 691 bp, dass in diesem Konstrukt keine
Introns vorhanden waren.
Transkriptanalysen zeigten eine Expression des Transgens ähnlich der in Wildtyppflanzen gemes-
senen HEMA1 -Expression (A1∆HBD #1) oder sogar eine verstärkte Abundanz (A1∆HBD #2)
wie in der Kontroll-Linie A1 (Abb. 3.26). Die Expression von HEMA2 in A1∆HBD-Linien war
identisch mit den in Col-0 gemessenen HEMA2 -Transkriptmengen.
Abb. 3.27: Proteingehalte der Linien A1∆HBD #1 und #2. Die Pflanzen wurden
auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen. Proteine 28 d alter
Pflanzen wurden extrahiert und zusammen mit einem Marker zur Größenstandardisierung in
12 %igen bzw. 15 %igen (CLPS1) PAA-Gelen aufgetrennt. Die Immunoblots erfolgten mit
den am rechten Rand angegebenen Antikörpern (Tab. 2.4). Als Beladungskontrolle diente eine
Ponceau S-gefärbte Membran, in der die große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert wurde.
Die 3,5-fach verstärkte Expression des Transgens in A1∆HBD #2 (Abb. 3.26) korrelierte mit
einem erhöhten Gehalt an GluTR1 (Abb. 3.27). Das reife, N-terminal verkürzte Protein besaß
ein prognostiziertes Molekulargewicht von 49,6 kDa und zeigte daher ein schnelleres Laufverhal-
ten in PAA-Gelen im Vergleich zur prozessierten GluTR1 des Wildtyps (52,7 kDa). Sowohl in
A1∆HBD #1 als auch in A1∆HBD #2 wurde eine zweite Bande mit einem höheren Molekular-
gewicht detektiert, die vermutlich das unprozessierte Vorläuferprotein der verkürzten GluTR1
mit TP (56,5 kDa) repräsentierte. Ein leicht erhöhter Gehalt an GluTR1 im Vergleich zu Col-0
wurde ebenfalls in der Linie A1∆HBD #1 beobachtet.
Proteine des Tetrapyrrolbiosyntheseweges wie GSA-AT und POR, die in hema1 -Mutanten eine
erhöhte Akkumulation aufwiesen, zeigten in den A1∆HBD-Pflanzen einen Gehalt, der mit Col-0
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identisch war (Abb. 3.27). Die drastische Reduzierung von Chl-bindenden Proteinen (LHCB1)
in hema1 -Mutanten war in den A1∆HBD-Linien nicht zu beobachten.
GluTR-interagierende Proteine wie FLU und GBP, das wie spätere Versuche zeigten an die N-
terminale Domäne der GluTR bindet (Kap. 3.6), wiesen ebenfalls mit dem Wildtyp identischen
Proteinmengen in A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 auf. Der Gehalt an ClpS1, einem Substrat-
selektor des Clp Protease Systems der Plastiden (Nishimura et al. 2013), der ebenfalls an die
N-terminale HBD bindet (Kap. 3.6), war in knockout-Mutanten von HEMA1 stark erhöht, je-
doch wildtypartig in den Linien A1∆HBD sowie A1 (Abb. 3.27).
Ponceau S-gefärbte Membranen (Abb. 3.27) zeigten die für hema1 typische leichte Reduzierung
der großen Untereinheit der RuBisCO, die in den A1∆HBD-Pflanzen nicht detektierbar war.
Abb. 3.28: Pchlid-Gehalte verschiedener Arabidopsis-Linien und knockout-Mutan-
ten während der Lichtperiode und am Ende der Dunkelphase. Die untersuchten
Arabidopsis-Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen auf Erde angezogen. Pchlid wurde
aus 30 d alten Pflanzen extrahiert und mit Hilfe der HPLC quantifiziert. Proben wurden wäh-
rend der Lichtperiode (grau; 3 h Licht) und am Ende der 14-stündigen Dunkelperiode (schwarz)
genommen. Dargestellt sind Mittelwerte sowie Standardabweichungen der Pchlid-Gehalte aus
je vier biologischen Replikaten. Es handelt sich um eine Erweiterung der Abb. 3.15.
Messungen des Pchlid-Gehaltes während der Lichtperiode und am Ende der Dunkelperiode un-
ter Kurztagbedingungen zeigten im Gegensatz zu den A2-Pflanzen keine Auffälligkeiten in den
Linien A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 (Abb. 3.28), während längere Dunkelphasen von 2,5 d
zu einem im Vergleich zu Col-0 stärkeren Anstieg führten (Kap. 3.5; Abb. 3.33).
Die ALA-Syntheseraten der A1∆HBD-Linien waren ähnlich der in Col-0 ermittelten Synthese-
rate (Abb. 3.29; gezeigt für A1∆HBD #1).
In BiFC-Experimenten (Kap. 3.6) konnte gezeigt werden, dass die in A1∆HBD-Linien entfern-
te N-terminale Domäne für die Interaktion der GluTR1 mit GBP und ClpS1 benötigt wurde.
Arabidopsis-Pflanzen, denen mit der HBD der GluTR1 interagierende Proteine fehlten (knock-
out-Mutanten von GBP und ClpS1 ), wurden charakterisiert und mit den A1∆HBD-Linien ver-
glichen, um Hinweise auf eventuelle Auswirkungen der fehlenden Interaktionen in A1∆HBD-
Pflanzen zu erhalten.
Die knockout-Mutanten gbp und clps1 zeigten einen von Col-0 nicht unterscheidbaren Phänotyp
und waren in der Lage photoautotroph zu wachsen (Abb. 3.32). HPLC-Analysen der gbp- und
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clps1 -Mutanten zeigten in beiden Fällen einen verminderten Gehalt an Chl im Vergleich zu Col-0
(Abb. 3.30 A), der jedoch bei der Anzucht der Pflanzen nicht sichtbar war (Abb. 3.32). Dabei
wurde in clps1 -Mutanten eine stärkere Abnahme von 36 % beobachtet als in knockout-Mutanten
von GBP, in denen eine Verringerung um 10 % detektiert wurde (Abb. 3.30 A). Der Gehalt an
Häm war in den Mutanten um 20-30 % reduziert im Vergleich zu Col-0 (Abb. 3.30 B).
Die beiden knockout-Mutanten wiesen unter Kurztagbedingungen keinen Unterschied im Pchlid-
Gehalt im Vergleich zu Col-0 auf (Abb. 3.28).
Messungen der ALA-Syntheseraten zeigten im Vergleich zu Col-0 signifikant reduzierte Syn-
theseraten in gbp-Mutanten um 22 %, während clps1 -knockout-Pflanzen eine um 19 % erhöhte
Syntheserate aufwiesen.
Abb. 3.29: ALA-Syntheseraten verschiedener Arabidopsis-Linien und knockout-
Mutanten. Die ALA-Syntheserate wurde in 14 d alten Keimlingen, die auf Erde unter Kurz-
tagbedingungen angezogen wurden, bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen der ALA-Syntheseraten aus vier biologischen Replikaten. Bei dieser Abbildung
handelt es sich um eine Erweiterung der Abb. 3.14.
Abb. 3.30: Chl- und Hämgehalte in gbp- und clps1 -Mutanten. Col-0, A1 sowie hema1 -,
gbp- und clps1 -Mutanten wurden auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingun-
gen angezogen. Chl und Häm wurde aus 28 d alten Pflanzen extrahiert und mittels HPLC
quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Chl- (A) und Hämgehalte (B) aus jeweils
vier biologischen Replikaten sowie die Verhältnisse von Chl a zu Chl b (A). Die Standardab-
weichungen sind eingezeichnet.
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3.5 Die Linien A2 und A1∆HBD zeigen Nekrosen nach längeren Dunkelpha-
sen mit anschließender erneuter Belichtung
Der knockout von FLU führt aufgrund einer fehlenden Dunkel-Repression der GluTR zu einer
erhöhten ALA-Synthese während der Dunkelheit (Meskauskiene et al. 2001, Meskauskiene &
Apel 2002). Als Folge akkumuliert Pchlid, das nach erneuter Belichtung wegen seiner photo-
toxischen Eigenschaften zu Nekrosen führt (Reinbothe et al. 1996, Meskauskiene et al. 2001).
Die Anzucht von flu-Mutanten erfolgt daher stets unter Dauerlichtbedingungen (Meskauskiene
et al. 2001). In Hefe-2-Hybrid Experimenten konnte gezeigt werden, dass die FLU-vermittelte
Repression auf die GluTR1 beschränkt ist (Goslings et al. 2004).
Es war zu erwarten, dass die in Kapitel 3.2 beschriebenen A2-Linien, die HEMA2/GluTR2 über-
exprimieren, einen nekrotischen Phänotyp unter Kurztagbedingungen aufgrund der fehlenden
Interaktion mit FLU während der Dunkelperioden aufweisen. Allerdings konnten die A2-Linien
im Gegensatz zu flu-Mutanten problemlos unter Kurztagbedingungen angezogen werden und
zeigten einen von Col-0 nicht unterscheidbaren Phänotyp (Abb. 3.9). Dennoch wurden in diesen
Linien erhöhte Gehalte an Pchlid am Ende der 14-stündigen Dunkelphase detektiert (Abb. 3.15),
die auf eine verminderte FLU-vermittelte Dunkel-Repression der ALA-Synthese schließen lassen.
Daher wurden adulte A2-Linien einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d (60 h) ausgesetzt, um
Auswirkungen einer verminderten FLU-Interaktion eventuell deutlicher beobachten zu können.
Zusätzlich wurden die A1∆HBD-Linien untersucht, die eine N-terminal verkürzte GluTR1 expri-
mieren (GluTR1∆HBD, Kap. 3.4). In Hefe-2-Hybrid Analysen wurde die Interaktion von FLU
mit GluTR1 auf die C-terminale Region der GluTR1 eingegrenzt (Goslings et al. 2004), sodass
GluTR1∆HBD weiterhin mit FLU interagieren sollte. Vergleichend wurden hierbei auch die gbp-
und clps1 -Mutanten analysiert, denen mit der N-terminalen Domäne der GluTR1 interagierende
Proteine fehlen (Kap. 3.6).
Abb. 3.31: Phänotyp verschiedener Arabidopsis-Linien nach einer 2,5-tägigen Dun-
kelphase. (A) Phänotyp 45 d alter Arabidopsis-Pflanzen. Die Pflanzen wurden entweder kon-
tinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen (obere Reihe) oder nach 38 d einer Dun-
kelphase von 60 h ausgesetzt und anschließend wieder unter Kurztagbedingungen kultiviert
(untere Reihe). Die Linien A2 und A1∆HBD zeigten einen stark nekrotischen Phänotyp, wäh-
rend die Linien Col-0 und A1 nur vereinzelt Nekrosen aufwiesen (untere Reihe). (B) Sowohl
junges als auch altes Blattmaterial der A2- und A1∆HBD-Pflanzen war nach einer 2,5-tägigen
Dunkelphase und anschließender erneuter Belichtung von zahlreichen Nekrosen (rote Pfeile)
betroffen (gezeigt für A2 #1).
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In den Linien A2 und A1∆HBD, die unter Kurztagbedingungen auf Erde angezogen wurden,
wurden zahlreiche Nekrosen nach einer längeren Dunkelphase von 2,5 d beobachtet (Abb. 3.31 A;
nicht gezeigt für A1∆HBD #2). Die Nekrosen bildeten sich 1-2 d nach der verlängerten Dun-
kelphase aus und wurden sowohl in jungen als auch in älteren Blättern detektiert (Abb. 3.31 B;
gezeigt für A2 #1). Pflanzen, die kontinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen wurden
und keine verlängerte Dunkelphase erfuhren, zeigten hingegen keinen nekrotischen Phänotyp
(Abb. 3.31 A). In Col-0 und A1-Pflanzen wurden unter beiden getesteten Bedingungen keine
oder nur vereinzelte Nekrosen beobachtet.
Die Detektion von starken Nekrosen nach einer längeren Dunkelphase in den A1∆HBD-Linien
(Abb. 3.31 A) wurde nicht erwartet, da an der in diesen Linien exprimierten GluTR1∆HBD
keine Veränderungen an der FBD vorgenommen wurden. Messungen der PChlid-Gehalte zeig-
ten in diesen Linien keine verstärkten Akkumulationen nach einer 14-stündigen Dunkelphase
(Abb. 3.28), wodurch eine fehlende Interaktion mit FLU ausgeschlossen werden konnte. Die
gbp- und clps1 -Mutanten zeigten wie Col-0 und A1-Pflanzen nur vereinzelte Nekrosen nach
einer verlängerten Dunkelphase (Abb. 3.32).
Abb. 3.32: Phänotyp von gbp- und clps1 -Mutanten nach einer 2,5-tägigen Dunkel-
phase. Phänotyp 45 d alter Arabidopsis-Pflanzen. Die Pflanzen wurden entweder kontinuierlich
unter Kurztagbedingungen angezogen (obere Reihe) oder nach 38 d für 60 h Dunkelheit ausge-
setzt und anschließend wieder unter Kurztagbedingungen kultiviert (untere Reihe). Nach einer
2,5-tägigen Dunkelphase konnten nur vereinzelte Nekrosen in den untersuchten Arabidopsis-
Pflanzen beobachtet werden (untere Reihe).
Das Auftreten von Nekrosen nach einer längeren Dunkelphase korrelierte mit einem erhöhten
Gehalt an Pchlid in den betroffenen Pflanzen (Abb. 3.33; hier und fortlaufend für die Linien
A2 #1 und A1∆HBD #1 gezeigt). Verschiedene Chl-Metabolite wurden in 41 d alten Pflan-
zen am Ende der verlängerten Dunkelphase (schwarze Säulen) oder während der Lichtperiode
unter Kurztagbedingungen (graue Säulen) analysiert. Kontinuierlich unter Kurztagbedingungen
angezogene Arabidopsis-Pflanzen zeigten keine Auffälligkeiten im Pchlid-Gehalt während der
Lichtperiode, jedoch erhöhte Werte nach einer längeren Dunkelphase. Stark erhöhte Mengen an
Pchlid im Dunkeln wurden in hema1 -knockout-Pflanzen, die das Transgen A2 oder A1∆HBD
exprimierten, detektiert. Die A1∆HBD-Linie wies eine Erhöhung um 44 % gegenüber Col-0 auf,
während in A2 sogar eine Steigerung um 62 % nachgewiesen wurden. Mutanten-Linien, die das
Transgen A1 besaßen, zeigten einen mit Col-0 identischen Gehalt an Pchlid nach einer verlän-
gerten Dunkelphase. Col-0, gbp und clps1 zeigten ähnliche Pchlid-Werte wie A1. Eine verstärkte
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Akkumulation anderer Intermediate der Tetrapyrrolbiosynthese wie Proto IX, Mg-Proto IX oder
Mg-Protoporphyrin IX Monomethylester (MME) wurde nicht festgestellt (nicht gezeigt).
Abb. 3.33: Pchlid-Gehalte verschiedener Arabidopsis-Linien und knockout-Mu-
tanten nach einer 2,5-tägigen Dunkelphase. Pchlid wurde aus 41 d alten Arabidopsis-
Pflanzen extrahiert und mit Hilfe der HPLC quantifiziert. Dabei wurden die Pflanzen entweder
kontinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen oder wurden nach 38 d einer längeren Dun-
kelphase von 60 h ausgesetzt. Die Proben zur Bestimmung der Pchlid-Gehalte wurden während
der Lichtperiode unter Kurztagbedingungen (grau; 3 h Licht) oder am Ende der verlängerten
Dunkelphase (schwarz) entnommen. Dabei wurden jeweils sowohl junge als auch vollständig
expandierte Blätter geerntet. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie Standardabweichungen der
Pchlid-Gehalte aus vier biologischen Replikaten.
Die Abundanzen ausgewählter Proteine in den untersuchten Arabidopsis-Linien nach verlänger-
ter Dunkelphase und in der Lichtphase unter Kurztagbedingungen wurden miteinander vergli-
chen (Abb. 3.34). In PAA-Gelen wurde jeweils Gesamtprotein entsprechend 1 mg Frischgewicht
aufgetragen (Kap. 2.2.7.3). Dabei konnte eine generelle Abnahme an Proteingehalten im Dun-
keln festgestellt werden (zu sehen in Ponceau S-gefärbten Membranen; RbcL in Abb. 3.34).
Während es in Col-0 und A1 zu einer starken Abnahme der GluTR1 nach 2,5 d Dunkelheit
kam, war in A1∆HBD nur eine leichte Abnahme zu beobachten (Abb. 3.34 A). In der A2-
Linie wurde GluTR1 aufgrund des knockouts von HEMA1 nicht nachgewiesen. Der Gehalt an
GluTR2, der lediglich in dieser Linie aufgrund der Überexpression und der geringen Sensitivi-
tät des GluTR2-Antikörpers detektierbar war, konnte nach der verlängerten Dunkelphase nicht
mehr nachgewiesen werden.
In knockout-Mutanten von GBP konnte nach einer verlängerten Dunkelphase keine GluTR1
mehr detektiert werden, während das Protein in Col-0 und clps1 weiterhin nachweisbar war
(Abb. 3.34 B).
Da die GluTR vermutlich ein Substrat des plastidären Clp Protease Systems darstellt (Nishi-
mura et al. 2013), wurden die untersuchten Pflanzen auf veränderte Gehalte von Proteinen des
Clp Protease Systems untersucht, um Hinweise auf die in Abbildung 3.34 beobachteten unter-
schiedlichen Stabilitäten der GluTR-Proteine zu erhalten. ClpS1, das als Substratselektor des
Clp Protease Systems eine Rolle im Proteinabbau spielt, wurde vermehrt im Licht detektiert
(Abb. 3.34 A) und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Col-0 und den Linien A1,
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A2 und A1∆HBD.
Die in Abbildung 3.34 beobachteten unterschiedlich starken Abnahmen der GluTR-Proteinmen-
gen nach verlängerten Dunkelphasen werden detaillierter in Kapitel 3.7 untersucht.
Abb. 3.34: Proteingehalte verschiedener Arabidopsis-Linien nach einer 2,5-tägigen
Dunkelphase. Col-0, A1-, A2- und A1∆HBD-Pflanzen (A) bzw. Col-0, gbp- und clps1 -
Mutanten (B) wurden auf Erde entweder kontinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen
oder erfuhren nach 38 d eine verlängerte Dunkelphase von 60 h. Proteinproben der 41 d alten
Arabidopsis-Pflanzen wurden während der Lichtphase (L; 3 h Licht) oder am Ende der verlän-
gerten Dunkelphase (D) gewonnen. Extrahierte Proteine wurden in 12 %igen bzw. 15 %igen
(CLPS1) PAA-Gelen aufgetrennt. Die Immunoblots wurden mit den am rechten Rand ange-
gebenen Antikörpern (Tab. 2.4) durchgeführt. Zur Beladungskontrolle wurden die Membranen
mit Ponceau S gefärbt und die große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert.
Abb. 3.35: Proteingehalte der A2-Linien nach einer 2,5-tägigen Dunkelphase. Die
Arabidopsis-Pflanzen wurden entweder auf Erde unter Kurztagbedingungen angezogen oder
erfuhren nach 38 d eine verlängerte Dunkelphase von 60 h. Proteinproben der 41 d alten
Arabidopsis-Pflanzen wurde während der Lichtphase (L; 3 h Licht) oder am Ende der verlän-
gerten Dunkelphase (D) gewonnen. Extrahierte Proteine wurden in 12 %igen PAA-Gelen auf-
getrennt. Immunoblots wurden mit den am rechten Rand angegebenen Antikörpern (Tab. 2.4)
durchgeführt. Zur Beladungskontrolle wurden die Membranen mit Ponceau S gefärbt und die
große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert.
Des Weiteren wurde der Gehalt an FLU und weiteren an der FLU-vermittelten Dunkel-Repres-
sion der ALA-Synthese beteiligten Proteinen näher untersucht, um auszuschließen, dass vermin-
derte Mengen in den Linien A2 und A1∆HBD für die in Abbildung 3.33 beobachtete verstärkte
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Akkumulation von Pchlid verantwortlich sind. Der Gehalt an FLU war in allen untersuchten
Pflanzen ähnlich (Abb. 3.34), mit Ausnahme von A1∆HBD #1 (Abb. 3.34 A). Die in dieser
Linie beobachtete stärkere Akkumulation von FLU im Licht ist auf einen Beladungsfehler zu-
rückzuführen. In zuvor durchgeführten Immunoblots wurde sowohl in A1∆HBD #1 als auch in
A1∆HBD #2 ein Gehalt an FLU detektiert, der mit dem in Col-0 gemessenen Gehalt identisch
war (Abb. 3.27).
Proteine, für die eine Rolle in der feedback-Regulation von FLU postuliert wird (POR, CHL27;
Kauss et al. 2012), sowie die zweite Untereinheit der MgCy (YCF54) zeigten in Col-0 und
A2-Linien teilweise einen leicht erhöhten Gehalt in Geweben, die einer längeren Dunkelphase
ausgesetzt waren (Abb. 3.35).
Abb. 3.36: qRT-PCR Analyse der HEMA-Transkriptmengen während der Licht-
phase und nach 2,5-tägiger Dunkelheit. RNA von 41 d alten Pflanzen, die auf Erde
entweder kontinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen wurden oder eine längere Dun-
kelphase von 2,5 d erfuhren, wurde extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
in der qRT-PCR zusammen mit HEMA1 -, HEMA2 - und ACT2 -spezifischen Oligonukleotiden
(Tab. 2.7) eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der rela-
tiven Transkriptmengen von HEMA1 (erste zwei Säulen) und HEMA2 (letzte zwei Säulen)
aus vier biologischen Replikaten mit je zwei technischen Replikaten. ACT2 diente als Refe-
renzgen. Die Transkripte wurden am Ende der verlängerten Dunkelphase gemessen (schwarz,
dunkelgrau) und während der Lichtphase der Kurztagbedingungen (helle Grautöne; 3 h Licht).
(y-Achsenunterbrechung von 0,205 bis 0,21)
Nachdem die untersuchten Arabidopsis-Linien in Immunoblots unterschiedlich starke Abnah-
men der GluTR-Proteinmengen nach einer längeren Dunkelphase zeigten (Abb. 3.34), sollten
Untersuchungen der HEMA-Transkriptmengen Aufschluss darüber geben, ob diese Beobachtung
auf transkriptionelle oder posttranslationale Unterschiede innerhalb der untersuchten Linien zu-
rückzuführen ist.
HEMA1 -Transkriptmengen in Col-0, gbp und clps1 zeigten eine starke Abnahme bei längerer
Dunkelexposition im Vergleich zur Lichtphase (Abb. 3.36). Die unter dem HEMA1 -Promotor
exprimierten Transgene in den Linien A1, A2 #1 und A1∆HBD #1 waren nach einer 2,5-tägigen
Dunkelphase mind. 11-fach reduziert gegenüber der Lichtphase und wiesen damit eine ähnlich
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starke Abnahme der HEMA1 - (A1, A1∆HBD #1) bzw. HEMA2 -Transkriptmengen (A2 #1)
auf wie die Abnahme von HEMA1 in Col-0. Die untersuchten Linien zeigten abgesehen von der
Linie A2 #1 untereinander ähnliche HEMA2 -Transkriptmengen, die sich zwischen Licht- und
Dunkelphase nur leicht unterschieden.
Abb. 3.37: Anstieg der Pchlid-Gehalte während der 14-stündigen Dunkelperiode.
Pchlid wurde aus 30 d alten Arabidopsis-Pflanzen, die unter Kurztagbedingungen auf Erde
angezogen wurden, während der Lichtperiode und zu verschiedenen Zeitpunkten der Dunkel-
periode extrahiert und mittels HPLC quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen aus vier biologischen Replikaten. Die Pchlid-Gehalte 41 d alter Arabidopsis-
Pflanzen während der Lichtperiode und nach verlängerter Dunkelphase aus Abb. 3.33 sind zum
Vergleich erneut dargestellt.
Da A2- und A1∆HBD-Linien nach einer 2,5-tägigen Dunkelphase im Vergleich zu Col-0 erhöh-
te Mengen an Pchlid aufwiesen (Abb. 3.33), jedoch lediglich A2-Pflanzen bereits nach einer
14-stündigen Dunkelperiode stark erhöhte Pchlid-Gehalte zeigten, wurde die 14-stündige Dun-
kelphase detaillierter beprobt, um den Verlauf der Pchlid-Akkumulation zu verfolgen.
Pchlid-Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten der 14-stündigen Dunkelperiode zeigten einen
langsamen Anstieg des Tetrapyrrolbiosynthese-Intermediats in Col-0, A1, A1∆HBD #1, gbp und
clps1 (Abb. 3.37). Die Pchlid-Gehalte dieser Linien waren am Ende der Dunkelperiode (14 h
Dunkelheit) untereinander ähnlich. In der Linie A2 #1 wurde hingegen bereits nach 30 min ein
4-fach erhöhter Gehalt an Pchlid gemessen. Dieser stieg danach verlangsamt weiter an und am
Ende der Dunkelperiode wurden im Vergleich zu den anderen Linien 1,6- bis 1,9-fach erhöhte
Mengen an Pchlid gemessen. Der bereits beschriebene Gehalt von Pchlid nach 2,5 d Dunkelheit
(Abb. 3.33) ist im Vergleich zu 14 h Dunkelheit weiter erhöht (Abb. 3.37). Während die meisten
Linien einen weiteren Anstieg um ungefähr 20-30 % zeigten, war in der Linie A1∆HBD #1 eine
Pchlid-Zunahme von 57 % zu beobachten.
Um festzustellen, ob die nach einer 2,5-tägigen Dunkelphase detektierten erhöhten Mengen an
Pchlid im Licht abgebaut werden konnten, wurde der Gehalt an Pchlid zu verschiedenen Zeit-
punkten nach Belichtung gemessen. Dabei wurde bereits innerhalb von 30 min eine starke Ab-
nahme der Pchlid-Mengen beobachtet, sodass die A2- und A1∆HBD-Linien, die nach verlän-
gerten Dunkelphasen Nekrosen ausbildeten (Abb. 3.31), mit Col-0 identische Gehalte an Pchlid
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aufwiesen (Abb. 3.38; gezeigt für A2 #1 und A2 #2).
Abb. 3.38: Abnahme der Pchlid-Gehalte nach erneuter Belichtung. Pchlid wurde aus
42 d alten Arabidopsis-Pflanzen nach einer verlängerten Dunkelphase und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach erneuter Belichtung extrahiert und mittels HPLC quantifiziert. Dargestellt
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus je vier biologischen Replikaten.
3.6 BiFC-Analysen zur Charakterisierung von GluTR-Interaktionen
Für die GluTR sind bereits mehrere Interaktionen mit anderen Proteinen bekannt (z. B. FLU,
Meskauskiene & Apel 2002; GBP, Czarnecki et al. 2011; ClpS1, Nishimura et al. 2013). Um
bereits beschriebene oder postulierte Proteininteraktionen zu überprüfen und die dafür benö-
tigten Domänen der GluTR zu definieren, wurden BiFC-Analysen mit GluTR1, GluTR2, einer
verkürzten GluTR1 (GluTR1∆HBD) sowie einer Domäne der GluTR1 (HBDGluT R1) vorge-
nommen. Der Fokus wurde hierbei auf die N-terminale Domäne der GluTR1 gelegt, da eine um
diese Domäne verkürzte GluTR1 ebenfalls zur Komplementation von hema1 -Mutanten genutzt
wurde (Kap. 3.4).
Abb. 3.39: BiFC-Nachweis der Dimerisierung von GluTR. Blätter von N. benthamia-
na wurden mit GluTR1- und GluTR2-YFP-Konstrukten infiltriert und nach einer 2-3-tägigen
Dunkelinkubation unter dem CLSM auf Fluoreszenz untersucht. Die Anregung erfolgte bei
514 nm und 488 nm. Fluoreszenz rekonstituierter YFP-Proteine wurde bei 520-580 nm detek-
tiert, während die Chl-Fluoreszenz bei 650-700 nm aufgezeichnet wurde. (Maßstab= 10 µm)
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Zur Identifikation von Interaktionen wurden die GluTR-Proteine sowie mögliche Interaktions-
partner mit der C- bzw. N-terminalen Hälfte des YFP fusioniert und anschließend transient in
N. benthamiana-Zellen exprimiert (Kap. 2.2.7.5). Bei einer Interaktion kam es zur Rekonstitu-
tion von YFP und folglich zu einer detektierbaren Fluoreszenz.
Zunächst wurde die Dimerisierung der GluTR-Proteine getestet, um unter anderem die Funktio-
nalität der YFP-Fusionsproteine zu überprüfen. Die Kristallstruktur der GluTR von M. kand-
leri offenbarte bereits, dass das Protein natürlicherweise als Dimer vorliegt (Moser et al. 2001).
Tabakblätter, die transient GluTR1 bzw. GluTR2 als Y FPN - und Y FPC-Fusionsprotein expri-
mierten, zeigten YFP-Fluoreszenzen in den Plastiden (Abb. 3.39), die einen effizienten Transport
der Fusionsproteine in das Organell demonstrierten sowie die Dimerisierung der GluTR bestä-
tigten. Des Weiteren konnte in BiFC-Analysen durch die Koexpression von GluTR1-YFP und
GluTR2-YFP die Generierung von Heterodimeren beobachtet werden (Abb. 3.39).
Abb. 3.40: BiFC-Nachweis der Interaktion des GBP mit der HBD von GluTR1. Die
Fluoreszenz von Tabakzellen, die mittels Agrobakterien mit verschiedenen Kombinationen von
Y FPN - und Y FPC-kodierenden Plasmiden ko-infiltriert wurden, wurde am CLSM nach einer
Anregung bei 514 nm und 488 nm aufgezeichnet. Bei einer Rekonstitution von YFP kam es zu
einer Fluoreszenz im Bereich von 520-580 nm, während die rote Fluoreszenz des Chlorophylls
bei 650-700 nm detektiert wurde. (A) Dargestellt ist die Fluoreszenz nach transienter Expressi-
on von GluTR1-, GluTR2- und HBDGluT R1-Fusionsproteinen mit GBP-Y FPC oder -Y FPN .
(Maßstab= 10 µm) (B) Tabakzellen nach erfolgreicher Ko-Infiltration von GluTR1∆HBD-
YFP mit GBP-YFP. (Maßstab= 10 µm) (C) Immunoblot-Analysen von Tabakblättern, die
mit GBP-Y FPC und GluTR1-Y FPN (1), GBP-Y FPC und GluTR1∆HBD-Y FPN (2) sowie
GBP-Y FPC und HBDGluT R1-Y FPN (3) ko-infiltriert wurden. Es wurden Antikörper gegen
GBP und GFP eingesetzt (Tab. 2.4).
Infolge der Expression von GluTR1-YFP und GBP-YFP wurde eine Fluoreszenz in den Chlo-
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roplasten von Tabakzellen detektiert (Abb. 3.40 A). Es konnten ebenfalls YFP-Signale bei der
Expression von GluTR2-YFP mit GBP-YFP beobachtet werden. Um die bereits von Czarnecki
et al. (2011) beschriebene Interaktion der GluTR1 mit GBP weiter einzugrenzen, wurde die
N-terminale Domäne der GluTR1 (HBDGluT R1) in BiFC-Analysen eingesetzt.
Bei einer transienten Expression von HBDGluT R1-YFP mit GBP-YFP konnte weiterhin ein
YFP-Signal detektiert werden (Abb. 3.40 A). Tabakzellen, in denen eine verkürzte GluTR1, der
diese N-terminale Domäne fehlte (GluTR1∆HBD), und GBP-YFP exprimiert wurde, zeigten
hingegen ausschließlich Chl-Fluoreszenz (Abb. 3.40 B).
Die Expression der verschiedenen Interaktionspartner wurde in Immunoblots mit Antikörpern
gegen GBP und GFP bestätigt (Abb. 3.40 C). Dabei wurde das aufgrund der Fusion mit YFP
veränderte Molekulargewicht der exprimierten Proteine berücksichtigt.
Abb. 3.41: BiFC-Nachweis der Interaktion von GluTR1 und GluTR2 mit ClpS1.
Die aufgrund einer transiente Expression von YFP-Fusionsproteinen auftretende Fluoreszenz
in Tabakblättern wurde mit Hilfe des CLSM nachgewiesen. Die Anregung erfolgte bei 514 nm
und 488 nm, während die Fluoreszenz bei 520-580 nm (YFP) und 650-700 nm (Chl) auf-
gezeichnet wurde. (A) Koexpression von GluTR1-YFP bzw. GluTR2-YFP mit ClpS1-YFP
in N. benthamiana. (Maßstab= 10 µm) (B) Dargestellt sind Tabakzellen, in denen die N-
terminal verkürzte GluTR1 (GluTR1∆HBD) zusammen mit ClpS1 exprimiert wurde. (Maß-
stab= 10 µm) (C) GluTR1- und GluTR1∆HBD-YFP-Fusionsproteine wurden transient in
Tabakzellen koexprimiert. (Maßstab= 10 µm)
Durch Affinitätsreinigungen wurde vor Kurzem die GluTR1 als Substrat von ClpS1 identifiziert
(Nishimura et al. 2013). ClpS1 ist ein Adaptorprotein des Clp Protease Systems der Plastiden,
das die Substraterkennung unterstützt oder sogar erweitert. Um die Interaktion zwischen ClpS1
und GluTR1 in vivo zu verifizieren, wurden ebenfalls BiFC-Analysen durchgeführt (Abb. 3.41).
Da neuere Untersuchungen einen N-end rule angelehnten Abbauweg in den Plastiden vorschla-
gen (Yang et al. 2000a, Sakuraba et al. 2009, Apel et al. 2010), wurde die Interaktion von ClpS1
mit der N-terminalen Region von GluTR1 detaillierter untersucht.
Die Koexpression von BiFC-Fusionskonstrukten von sowohl GluTR1 als auch GluTR2 mit ClpS1
zeigte jeweils eine YFP-Fluoreszenz in den Chloroplasten der Tabakzellen (Abb. 3.41 A). Um
die beobachtete Interaktion auf einen bestimmten Bereich der GluTR1 einzugrenzen, wurde
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HBDGluT R1-YFP bzw. GluTR1∆HBD-YFP mit ClpS1-YFP transient in Tabak exprimiert.
Tabakzellen, in denen GluTR1-YFP und HBDGluT R1-YFP-Fusionsproteine gebildet wurden,
zeigten eine YFP-Fluoreszenz zusätzlich zu der roten Chl-Fluoreszenz (Abb. 3.41 C), wäh-
rend die transiente Expression von GluTR1∆HBD und ClpS1 zu keinem YFP-Signal führte
(Abb. 3.41 B).
Abb. 3.42: BiFC-Nachweis der Interaktion von GluTR1 mit den Chaperonen
ClpC1 und ClpC2 des Clp Protease Systems. N. benthamiana-Pflanzen wurden mit
den YFP-Konstrukten GluTR1, ClpC1N , ClpC2N , HBDGluT R1 und GluTR1∆HBD in un-
terschiedlichen Kombinationen transformiert. Die nach Dunkelinkubation von 2-3 d auftreten-
den Fluoreszenz in den Tabakzellen wurden mit Hilfe des CLSM bei 520-580 nm (YFP) und
650-700 nm (Chl) detektiert. (A) Transiente Koexpression von GluTR1-YFP und ClpC1N -
YFP bzw. ClpC2N -YFP. (Maßstab= 10 µm) (B) Detektion von Fluoreszenz in Tabakzellen,
die ClpC1-YFP und HBDGluT R1-YFP-Fusionsproteine exprimierten. (Maßstab= 10 µm) (C)
Die Infiltration von Tabakblättern mit ClpC1-YFP- und GluTR1∆HBD-YFP-Konstrukten
zeigte ausschließlich Chl-Fluoreszenz. (Maßstab= 10 µm)
Die plastidären Clp Proteasen bestehen aus zwei oligomeren Komponenten, dem proteolytischen
Kern und einem Ring aus Chaperonen (Olinares et al. 2011). Die Chaperone erkennen die
spezifischen Substrate, entfalten diese und translozieren sie in den proteolytischen Kern. Da
GluTR1 aufgrund der detektierten Interaktion mit ClpS1 vermutlich ein Substrat des plastidären
Clp Protease Systems darstellt (Nishimura et al. 2013), wurde die Interaktion der GluTR1 mit
den Chaperonen ClpC1 und ClpC2 getestet (Abb. 3.42).
Aufgrund des hohen Molekulargewichts dieser Chaperone von ca. 100 kDa wurde lediglich die
N-terminale Domäne von ClpC1 und ClpC2, die für die Substraterkennung nötig ist (Striebel et
al. 2009), jeweils mit Y FPC bzw. Y FPN fusioniert und transient in Tabakzellen exprimiert. Die
Auswahl der N-terminalen Domäne erfolgte in Rücksprache mit Kenji Nishimura (siehe auch
Nishimura et al. 2013; Definition der N-terminalen Domäne in Nishimura & van Wijk 2015).
Die Koexpression der Chaperone mit GluTR1 führte in beiden Fällen zur Detektion von YFP-
Fluoreszenzen in den Chloroplasten transformierter Tabakzellen (Abb. 3.42 A). Dabei genügte
die Expression der HBD von GluTR1, um eindeutige YFP-Signale zu detektieren (Abb. 3.42 B).
Im Gegensatz dazu wurde keine Fluoreszenz bei 520-580 nm detektiert, wenn ClpC1N mit
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der N-terminal verkürzten GluTR1 (GluTR1∆HBD) koexprimiert wurde (Abb. 3.42 C). YFP-
Fluoreszenzen wurden sogar bei der Koexpression von GluTR1 mit dem ungekürzten ClpC1-
Fusionsprotein detektiert (nicht gezeigt), fielen jedoch sehr viel schwächer aus als in Abbildung
3.42 A.
Bisher wurden nur wenige Substrate des plastidären Clp Protease Systems identifiziert (zusam-
mengefasst in Nishimura & van Wijk 2015). Zur Identifikation möglicher Substrate des Clp
Protease Systems wurden daher weitere BiFC-Analysen durchgeführt.
YFP-Fluoreszenzen wurden bei der Koexpression von ClpC1N mit GBP bzw. PORA identifi-
ziert (Abb. 3.43). Als Negativkontrolle diente die transiente Expression von ClpC1N -Y FPC und
ClpC1N -Y FPN , die zu keiner Rekonstitution des YFP-Proteins führte (Abb. 3.43 unten).
Abb. 3.43: BiFC-Nachweis der Interaktion von ClpC1N mit GBP und PORA. Nach
erfolgter Infiltration von N. benthamiana mit verschiedenen Kombinationen von Y FPN - und
Y FPC-kodierenden Plasmiden wurde die Fluoreszenz mittels CLSM detektiert. Die Anregung
erfolgte bei 514 nm und 488 nm, während die Emission bei 520-580 nm (YFP) und 650-700 nm
(Chl) aufgezeichnet wurde. (Maßstab= 10 µm)
3.7 Proteinabbau als Option der posttranslationalen Regulation der GluTR
Die Linien A2 und A1∆HBD zeigten im Vergleich zu Col-0 Auffälligkeiten im GluTR-Gehalt
nach verlängerten Dunkelphasen von 2,5 d (Abb. 3.34). Während nach einer verlängerten Dun-
kelphase in A1∆HBD #1 eine große Menge der verkürzten GluTR1 nachweisbar war, konnte in
A2 #1 keine GluTR2 mehr nachgewiesen werden. Um die Stabilität der GluTR in diesen Linien
detaillierter zu untersuchen, wurden Proteinproben zu verschiedenen Zeitpunkten der Nacht-
periode unter Kurztagbedingungen und nach einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d (60 h)
genommen und mit Col-0, A1 sowie verschiedenen knockout/knockdown-Mutanten verglichen
(Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: Veränderungen im GluTR-Proteingehalt während der Nachtperiode
und nach verlängerter Dunkelphase. Die untersuchten Arabidopsis-Pflanzen wurden für
41 d auf Erde unter Kurztagbedingungen bzw. Dauerlichtbedingungen (flu-Mutante) angezo-
gen. Proteinproben wurden am Ende der Lichtperiode (18:00), zu verschiedenen Zeitpunkten
der anschließenden Nachtperiode (18:30, 19:00, 20:00, 22:00 und 08:00) und nach einer verlän-
gerten Dunkelphase (2,5 d) genommen. Extrahierte Proteine wurden in 12 %igen PAA-Gelen
aufgetrennt und anschließend mit spezifischen Antikörpern gegen GluTR1, GluTR1/GluTR2
(A2) und GBP (Tab. 2.4) in Immunoblots nachgewiesen. (A) Der Gehalt an GluTR1 bzw.
GluTR2 (A2) zu verschiedenen Zeitpunkten der Nachtperiode und nach verlängerter Dunkel-
phase in Col-0, verschiedenen Arabidopsis-Linien (A1, A2, A1∆HBD) und knockout- (flu, gbp,
clps1, clpc1-1 ) bzw. knockdown-Mutanten (clpr2-1 ). Zur Beladungskontrolle wurden die Mem-
branen mit Ponceau S gefärbt und die große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert. (B),
(C) Gehalt an GluTR1 und GBP zu drei Zeitpunkten (18:30, 08:00, 2,5 d) in gbp, A1∆HBD #1
und clps1 im Vergleich zu Col-0. (D) Gehalt an GluTR1∆HBD in Linie A1∆HBD #1 sowie
GluTR1 in Col-0 nach verlängerten Dunkelphasen von bis zu 5 Tagen.
Im Arabidopsis-Wildtyp ließ sich während der Nachtperiode keine signifikante Veränderung im
GluTR1-Gehalt beobachten (Col-0 in Abb. 3.44 A). Nach einer verlängerten Dunkelphase von
2,5 d kam es hingegen zu einer deutlichen Reduzierung der GluTR1-Menge.
Nach einer längeren Dunkelphase wurde in allen untersuchten Arabidopsis-Linien ein generell
reduzierter Proteingehalt detektiert (zu sehen in Ponceau S-gefärbten Membranen; RbcL in
Abb. 3.44).
Die Kontroll-Linie A1 zeigte ein zu Col-0 ähnliches Verhalten der GluTR1 während der Nacht-
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periode und nach einer längeren Dunkelphase (A1 in Abb. 3.44 A).
Der Gehalt an GluTR2 in A2-Linien zeigte bereits während der Nachtperiode eine drastische
Abnahme (gezeigt für A2 #1 in Abb. 3.44 A). Nach einer 2,5-tägigen Dunkelheit konnte GluTR2
nicht mehr detektiert werden.
GluTR2 ist nicht in der Lage mit FLU zu interagieren (Goslings et al. 2004). Um zu überprüfen,
ob das FLU-Protein Auswirkungen auf die Stabilität seiner Interaktionspartner hat, wurde die
Stabilität von GluTR1 in flu-Mutanten untersucht. Die GluTR1 zeigte eine ähnliche Abnahme
nach 2,5 d Dunkelheit wie die in Col-0 beobachtete Abnahme sowie einen unveränderten Gehalt
während der 14-stündigen regulären Nachtperiode (flu in Abb. 3.44 A).
In den A1∆HBD-Linien wurde keine Abnahme der verkürzten GluTR1 während der Nacht-
periode beobachtet (gezeigt für A1∆HBD #1 in Abb. 3.44 A). Im Gegensatz zu Col-0 wurde
nach einer 2,5-tägigen Dunkelphase weiterhin eine große Menge an GluTR1 detektiert. Sogar
nach verlängerten Dunkelphasen von bis zu 5 d konnte keine signifikante Abnahme der verkürz-
ten GluTR1 im Vergleich zum Ende der 14-stündigen Nachtperiode unter Kurztagbedingungen
(08:00) nachgewiesen werden, während der Gehalt an GluTR1 in Wildtyppflanzen weiter ab-
nahm (Abb. 3.44 D).
Aufgrund der zuvor beobachteten Interaktionen verschiedener Proteine mit der N-terminalen
Domäne der GluTR1 (Kap. 3.6) lassen sich veränderte Proteinstabilitäten eventuell auf fehlende
Interaktionen der verkürzten GluTR1 zurückführen. Daher wurde der GluTR1-Gehalt in gbp-
und clp-Mutanten untersucht.
In knockout-Mutanten von GBP kam es zu einer drastischen Abnahme der GluTR1 bereits
während der 14-stündigen Nachtperiode (gbp in Abb. 3.44 A). Während in Col-0 nach einer
2,5-tägigen Dunkelphase weiterhin geringe Mengen an GluTR1 detektierbar waren, konnte das
Protein in gbp-Mutanten nach einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d nicht mehr nachgewiesen
werden.
Mutanten, denen das mit GluTR interagierende Protein ClpS1 (Kap. 3.6) fehlt, wiesen einen
ähnlichen Abbau der GluTR1 auf wie Col-0 (clps1 in Abb. 3.44 A). Des Weiteren wurden die
Mutanten clpc1-1, in der eine Untereinheit des Chaperon-Komplexes des Clp Protease Systems
fehlt, sowie clpr2-1, die lediglich 20 % der Untereinheit ClpR2 des Protease Kernkomplexes
besitzt, untersucht (Abb. 3.44 A). Im Gegensatz zu ClpS1 stellen sowohl ClpR2 als auch ClpC1,
das ebenfalls mit GluTR1 interagiert (Kap. 3.6), zentrale Bestandteile des Clp Protease Systems
dar. In beiden Mutanten wurde ein durchgehend hoher Gehalt an GluTR1 zu allen untersuchten
Zeitpunkten beobachtet.
Um die Proteinmengen der Linien untereinander quantitativ vergleichen zu können, wurden
die Proteinproben mehrerer Linien in einem gemeinsamen PAA-Gel aufgetrennt. Ein direkter
Vergleich der GluTR1-Proteinmengen in Col-0, gbp und A1∆HBD #1 zum Beginn (18:30) und
Ende (08:00) der Nachtperiode sowie nach längerer Dunkelheit (2,5 d) im anschließenden Im-
munoblot zeigte einen generell erhöhten GluTR-Gehalt in der Linie A1∆HBD #1 (Abb. 3.44 B;
siehe auch Abb. 3.27), während gbp-Mutanten ein reduziertes GluTR1-Proteinlevel aufwiesen
(Abb. 3.44 B; siehe auch Abb. 3.34 B). Des Weiteren war der im Vergleich zu Col-0 verstärkte
Abbau an GluTR1 in gbp-Mutanten deutlich sichtbar, während A1∆HBD #1 keine Abnahme
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zeigte (Abb. 3.44 B).
Der erhöhte Gehalt an GluTR1 in A1∆HBD #1 (Abb. 3.44 B) korrelierte mit einem erhöhten
Gehalt an GBP (Abb. 3.44 C). In clps1 -Mutanten wurde zuvor im Vergleich zu Col-0 auch ein
erhöhter Gehalt an GluTR1 detektiert (Abb. 3.34 B), wodurch in Abbildung 3.44 C ebenfalls
leicht erhöhte GBP-Proteinmengen beobachtet wurden.
Abb. 3.45: qRT-PCR Analyse der HEMA1 -Transkriptmengen in Col-0 und
A1∆HBD #1. RNA von Col-0 und A1∆HBD #1 wurde aus 41 d alten Pflanzen, die auf Er-
de unter Kurztagbedingungen angezogen wurden, zu verschiedenen Zeitpunkten extrahiert und
in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde zusammen mit HEMA1 - und ACT2 -spezifischen
Oligonukleotiden (Tab. 2.7) in der qRT-PCR eingesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen der relativen Transkriptmengen von HEMA1 aus vier biologischen Repli-
katen mit je zwei technischen Replikaten, wobei ACT2 als Referenzgen diente.
Um zu prüfen, inwieweit eine unterschiedliche HEMA-Transkription für die beobachteten Un-
terschiede der GluTR-Proteinmengen während der Nachtperiode und nach verlängerter Dun-
kelphase verantwortlich ist, wurden die HEMA1 -Transkriptmengen in den Arabidopsis-Linien
während der in Abbildung 3.44 untersuchten Zeitpunkte gemessen.
Die Linie A1∆HBD #1 zeigte in diesen Messungen ähnliche HEMA1 -Transkriptmengen wie
Col-0 (Abb. 3.45). Während der Nachtperiode unter Kurztagbedingungen kam es erst zu einer
Abnahme von HEMA1 -Transkript und schließlich zu einer starken Zunahme kurz vor Beginn
der Lichtperiode. Nach 2,5 d Dunkelheit wurde eine geringe Expression in beiden Arabidopsis-
Linien beobachtet. In der Linie A2 #1 wurde ebenfalls eine erhöhte Expression zum Ende der
Nachtperiode und eine geringe Expression nach einer verlängerter Dunkelphase beobachtet (nicht
gezeigt).
Da in A2 #1 und gbp nach 2,5-tägiger Dunkelphase kaum GluTR nachgewiesen werden konn-
te, wurde die Neu-Synthese der GluTR-Proteine bei erneuter Belichtung im Vergleich zu Col-0
getestet. Immunoblot-Analysen von Col-0, A2 #1 und gbp-Mutanten, die einer längeren Dunkel-
phase von 2,5 d ausgesetzt waren, zeigten nach wiedereinsetzender Belichtung einen Anstieg der
GluTR innerhalb der ersten vier Stunden (Abb. 3.46 A). Der Anstieg der GluTR1 innerhalb der
ersten vier Stunden in gbp ist identisch mit dem in Col-0 beobachteten Anstieg (Abb. 3.46 B). Zu
allen Zeitpunkten war der leicht verminderte GluTR1-Gehalt in gbp-Mutanten nachweisbar.
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Abb. 3.46: GluTR-Gehalt nach verlängerter Dunkelphase und anschließender Be-
lichtung. Pflanzen wurden für 41 d unter Kurztagbedingungen auf Erde angezogen und erfuh-
ren eine verlängerte Dunkelphase von 60 h mit anschließender Belichtung für 8 h. Proteinproben
wurden am Ende der Dunkelphase (2,5 d) und zu verschiedenen Zeitpunkten der nachfolgen-
den Belichtung (1-8 h) genommen und nach erfolgter Proteinextraktion und Auftrennung in
12 %igen PAA-Gelen im Immunoblot zusammen mit den Antikörpern gegen GluTR1 und
GluTR1/GluTR2 (A2) (Tab. 2.4) eingesetzt. (A) GluTR-Gehalte in Col-0, A2 und gbp nach
verlängerter Dunkelphase und anschließender Belichtung. (B) Vergleich der GluTR1-Gehalte
zu verschiedenen Zeitpunkten in Col-0 und gbp.
3.8 Expression des als Pseudogen postulierten dritten HEMA-Gens unter
Kontrolle des HEMA1 -Promotors in hema1 -Mutanten
Aufgrund einer vernachlässigbar geringen Expression unter allen bisher getesteten Bedingungen
wird HEMA3 als Pseudogen betrachtet (Matsumoto et al. 2004).
Das in Datenbanken verfügbare Genmodell von HEMA3 setzt sich aus drei Exons und zwei
Introns zusammen und wird teilweise durch ESTs verifiziert. Die Exonsequenzen sind frei von
Stoppcodons im Leserahmen und die drei vorliegenden ESTs lassen ein fehlerloses Spleißen ver-
muten.
Genomische DNA sowie cDNA von Col-0 wurde in PCRs mit HEMA3 -spezifischen Oligonukleo-
tiden eingesetzt. Das aus der cDNA amplifizierte Amplikon war im Vergleich zum Amplikon,
das aus der genomischen DNA gewonnen wurde, kleiner und konnte daher einem intronfreien
HEMA3 -Transkript zugeordnet werden (Abb. A.6). Dieses Amplikon wurde allerdings erst nach
mind. 45 PCR-Zyklen schwach detektiert.
Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass HEMA3 in geringen Mengen in Col-0 tran-
skribiert wird.
Um zu überprüfen, ob das Gen HEMA3 tatsächlich der Synthese eines Proteins mit GluTR-
Funktion dient, wurde die putative Gensequenz unter Kontrolle eines stärkeren Promotors in
hema1 -Mutanten exprimiert. Dazu wurde die vermutlich kodierende Region von HEMA3 aus
der genomischen DNA von Col-0 amplifiziert und in den Vektor pJA_1.1 (Kap. 2.1.4) unter
Verwendung der Schnittstellen AscI und Sbf I ligiert, wodurch die Sequenz mit dem Promotor
und den 5’- und 3’-UTRs von HEMA1 fusioniert wurde (Kap. 2.2.6.8). Das Genkonstrukt wur-
de in heterozygote hema1 -knockout-Pflanzen eingebracht und die Transformanten wurden auf
das Vorhandensein des Transgens und den knockout von HEMA1 hin untersucht. In der T2-
Generation wurden sechs Pflanzen, die homozygot für den knockout von HEMA1 waren und
das Transgen enthielten, isoliert. Zur weiteren Analyse wurden drei Pflanzen ausgewählt, die die
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stärkste Komplementation von hema1 aufwiesen. Diese werden fortan als Linien A3 #1, A3 #2
und A3 #3 bezeichnet.
Die Expression des Transgens führte zu einem hellgrünen Phänotyp der A3-Linien (Abb. 3.47),
die im Gegensatz zu hema1 -Mutanten photoautotroph auf Erde wachsen konnten (Abb. 3.48).
Das in Abbildung 3.48 verdeutlichte, retardierte Wachstum der A3-Linien im Vergleich zu Col-0
war auf saccharosehaltigem MS-Medium (Abb. 3.47) weniger stark ausgeprägt als bei Anzucht
auf Erde.
Abb. 3.47: Phänotyp der A3-Linien. Phänotyp 28 d alter A3-Pflanzen, die unter Kurztag-
bedingungen auf saccharosehaltigem MS-Medium angezogen wurden. Die A3-Pflanzen zeigten
eine schwächere Pigmentierung im Vergleich zu Col-0, die jedoch stärker ausfiel als in hema1 -
Mutanten.
Abb. 3.48: Retardierte Entwicklung der Linie A3 #1. Col-0 und A3 #1 wurden auf
Erde unter Kurztagbedingungen angezogen. Dargestellt ist der Phänotyp zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (2-10 Wochen). Die Anzucht von Col-0 und A3 #1 sowie die photographische
Dokumentation wurden von der Bachelorstudentin Madlen Hochmuth durchgeführt.
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Abb. 3.49: Chl- und Hämgehalte der A3-Linien. Die Arabidopsis-Pflanzen wurden auf
saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen und nach 28 d zur Mes-
sung von Chl (A) und Häm (B) herangezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standard-
abweichungen der Chl- und Hämgehalte aus je vier biologischen Replikaten. Die Verhältnisse
von Chl a zu Chl b sind angegeben (A).
In den A3-Linien wurde eine bis zu 6-fache Steigerung des Chl-Gehaltes gegenüber hema1 -
Mutanten gemessen (Abb. 3.49 A). Des Weiteren wurde eine Annäherung des Verhältnisses von
Chl a zu Chl b an das der Wildtyppflanzen detektiert. In den drei A3-Linien wurden im Vergleich
zu hema1 -knockout-Pflanzen um 35-56 % erhöhte Hämgehalte beobachtet (Abb. 3.49 B).
Abb. 3.50: HEMA-Transkriptanalyse der Linie A3 #1. RNA wurde aus 28 d alten
Pflanzen, die auf saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen wur-
den, extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Die anschließende qRT-PCR wurde mit HEMA1 -,
HEMA2 -, HEMA3 - und ACT2 -spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.7) durchgeführt. Darge-
stellt sind die relativen Transkriptmengen aus je vier biologischen und zwei technischen Repli-
katen. ACT2 diente als Referenzgen. Die qRT-PCR-Analyse wurde von der Bachelorstudentin
Madlen Hochmuth durchgeführt.
Der knockout von HEMA1 in den A3-Linien wurde sowohl in PCRs mit gen- und T-DNA-
spezifischen Oligonukleotiden (nicht gezeigt) als auch in qRT-PCRs (Abb. 3.50; gezeigt für
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A3 #1) bestätigt. Während HEMA3 in Col-0 und hema1 kaum messbar war, wurden HEMA3 -
Transkriptmengen in A3 #1-Pflanzen detektiert, die etwa 13 % der Wildtyp HEMA1 -Expression
entsprachen. Die Abundanz der HEMA2 -Transkripte war in allen Pflanzen auf einem ähnlichen
Level. Im Vergleich zur HEMA2 -Expression war die Expression von HEMA3 in der Linie A3 #1
9-fach erhöht.
In Immunoblots wurde aufgrund des knockouts von HEMA1 keine GluTR1 in hema1 -Mutanten
sowie in den A3-Linien nachgewiesen (Abb. 3.51). GluTR2 wurde in hema1 -Mutanten und in
der schwächer pigmentierten Linie A3 #3 beobachtet. Da kein GluTR3-spezifischer Antikörper
vorlag, konnten keine Aussagen über den Gehalt an GluTR3 in den A3-Pflanzen getroffen wer-
den.
Ein erhöhter Gehalt an GSA-AT und POR, der zuvor in hema1 -Mutanten beobachtet wurde,
konnte lediglich in der Linie A3 #3 nachgewiesen werden, während die Linien A3 #1 und A3 #2
einen mit dem Arabidopsis-Wildtyp identischen Gehalt aufzeigten. Der für hema1 -knockout-
Pflanzen charakteristische verminderte Gehalt an GluTR-interagierenden Proteinen wie GBP
und FLU wurde in den A3-Linien nicht detektiert. Des Weiteren zeigten die A3-Pflanzen im Ver-
gleich zur hema1 -Mutante erhöhte Mengen an Chl-bindenden Proteinen (LHCB1), die jedoch
im Vergleich zu Col-0 und A1 weiterhin reduziert waren. Die große Untereinheit der RuBisCO
erreichte in hema1 -Mutanten, die das Transgen A3 exprimierten, Abundanzen, die identisch mit
den in Col-0 beobachteten Proteinmengen waren.
Abb. 3.51: Proteingehalte der A3-Linien. Arabidopsis-Pflanzen wurden für 28 d auf
saccharosehaltigem MS-Medium unter Kurztagbedingungen angezogen. Extrahierte Proteine
wurden zusammen mit einem Marker zur Größenstandardisierung in 12 %igen PAA-Gelen
aufgetrennt. In Immunoblots wurden die am rechten Rand angegebenen Antikörper (Tab. 2.4)
verwendet. Zur Beladungskontrolle wurden die Membranen mit Ponceau S gefärbt und die
große Untereinheit der RuBisCO dokumentiert.
Die ALA-Syntheserate der A3-Linien war 2,5- bis 4-fach gegenüber Col-0 erniedrigt (Abb. 3.52).
Dabei wurde in der Linie A3 #3 die stärkste Reduktion beobachtet. A1 zeigte die bereits de-
tektierte Erhöhung der ALA-Syntheserate im Vergleich zum Wildtyp.
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Abb. 3.52: ALA-Syntheserate der A3-Linien. Die ALA-Syntheserate wurde in 14 d alten
Keimlingen, die auf Erde unter Kurztagbedingungen angezogen wurden, bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen der ALA-Syntheseraten aus je vier biologischen
Replikaten.
3.9 Expression von hemA-Genen unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors in
hema1 -Mutanten
In dieser Arbeit wurde das hemA-Gen aus E. coli bzw. Synechocystis sp. PCC 6803 (fortan Syn-
echocystis genannt) unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors aus Arabidopsis in hema1 -Mutanten
exprimiert. Die kodierende Sequenz wurde jeweils aus DNA, die von Dr. Annabel Girke zur Ver-
fügung gestellt wurde, amplifiziert und in einer overlap extension PCR mit der TP-kodierenden
Sequenz von HEMA1 (Definition des TP in Abb. A.5) fusioniert. Die Klonierung erfolgte wie
in Kapitel 2.2.6.8 beschrieben unter Verwendung des Vektors pJA_1.1. In der T2-Generation
wurden drei (E. coli) bzw. vier (Synechocystis) Pflanzen, die homozygot für den knockout von
HEMA1 waren und das Transgen enthielten, zur weiteren Analyse ausgewählt.
Keine der untersuchten transgenen Pflanzen zeigte eine partielle oder vollständige Komple-
mentation der hema1 -Mutante. In qRT-PCR-Analysen wurden in diesen transgenen Pflanzen
Transkriptmengen der hemA-Gene detektiert, die mit den HEMA2 -Transkriptmengen aus Col-0
identisch waren. Lediglich in einer Synechocystis-Linie konnte eine Expression des hemA-Gens
beobachtet werden, die ähnlich der HEMA1 -Expression in Wildtyppflanzen von Arabidopsis
war. Dennoch zeigte diese Linie einen Phänotyp, der ununterscheidbar von hema1 -Mutanten
war. Aufgrund des Fehlens eines spezifischen Antikörpers gegen die GluTR aus E. coli bzw.
Synechocystis, konnten keine Aussagen über eventuell vorhandene GluTR-Proteinmengen (ab-
gesehen von GluTR2) in den transgenen Pflanzen gemacht werden.
Alle Ergebnisse der Charakterisierung dieser transgenen Pflanzen sind in der Bachelorarbeit der
von mir betreuten Studentin Julia Bille zu finden.
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4 Diskussion
4.1 Funktioneller Unterschied zwischen GluTR1 und GluTR2 in der Bereit-
stellung von Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese
Die unterschiedliche transkriptionelle Kontrolle von HEMA1 und HEMA2 in A. thaliana (siehe
Kap. 1.3.1) führte zu der Hypothese, dass beide GluTR-Isoformen unterschiedlich stark zur
Synthese verschiedener Endprodukte der Tetrapyrrolbiosynthese beitragen (McCormac et al.
2001, Ujwal et al. 2002).
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden knockout-Mutanten von HEMA1 und HEMA2 ana-
lysiert (Kap. 4.1.1). Die Mutanten wurden hinsichtlich ihres Beitrags zur Synthese von Chl und
Häm untersucht und Auswirkungen von Chl-Mangel wurden näher betrachtet. Des Weiteren
wurde mit der Doppel-knockout-Mutante (hema1/hema1/HEMA2/hema2 ), die in dieser Ar-
beit durch Kreuzung gewonnen wurde, gearbeitet.
Versuche, die blassgrünen hema1 -Pflanzen durch die Expression von HEMA1 bzw. HEMA2 un-
ter Kontrolle verschiedener Promotoren zu komplementieren, gaben weitere Aufschlüsse über
die Auswirkungen der unterschiedlichen Expression der HEMA-Gene (Kap. 4.2.1, Kap. 4.2.2,
Kap. 4.2.3). Die transgenen Linien wurden zudem genutzt, um Unterschiede in der posttransla-
tionalen Regulation der GluTR-Isoformen aufzudecken (Kap. 4.2.4).
4.1.1 Analyse funktioneller Unterschiede der beiden GluTR-Isoformen in den ver-
schiedenen HEMA-Mutanten
Bei der Anzucht der hema2 -Mutanten wurde kein phänotypischer Unterschied zu Col-0 fest-
gestellt (Abb. 3.2 A) und in Immunoblots konnten keine Auffälligkeiten in den Gehalten der
untersuchten Proteine in hema2 -Mutanten gegenüber Col-0 detektiert werden (Abb. 3.8 B).
Während der Chl- und Hämgehalt von hema2 nicht unterscheidbar vom Arabidopsis-Wildtyp
war (Abb. 3.5 A, B), litten hema1 -Pflanzen unter einem starken Mangel an Chl (Abb. 3.5 A),
der zu einem blassgrünen Phänotyp führte (Abb. 3.2 A). Die Anzucht unter schwächeren Lichtin-
tensitäten oder unter Dauerlichtbedingungen führte zu keiner Veränderung hinsichtlich des Chl-
Gehaltes in den hema1 -Mutanten, sodass Ausbleichungen als Folge von akkumulierenden pho-
totoxischen Intermediaten der Tetrapyrrolbiosynthese (Reinbothe et al. 1996, Triantaphylidès
& Havaux 2009) ausgeschlossen werden konnten. Der Gehalt an Häm in diesen Mutanten war
im Vergleich zu Chl weniger stark reduziert und entsprach etwa 60 % der in Col-0 gemessenen
Hämmengen (Abb. 3.5 B).
Diese Beobachtung lässt sich durch die im Vergleich zu HEMA2 erhöhte Expression von HEMA1
in grünen Geweben erklären (Kap. 1.3.1), die in qRT-PCR Analysen aufgrund des beobachteten
15-fach erhöhten Gehalts an HEMA1 -Transkripten gegenüber HEMA2 -mRNA in Col-0 bestätigt
wurde (Abb. 3.7). Im Blattgewebe von Arabidopsis liegt die GluTR1 entsprechend in größeren
Mengen vor als GluTR2 (Abb. 3.8 B) und ist in der Lage, den knockout von HEMA2 zu kom-
pensieren, während GluTR2 den Verlust von GluTR1 in hema1 -Mutanten nicht ersetzen kann.
Da der Antikörper gegen GluTR1 und GluTR2 beide Isoformen mit einer ähnlichen Sensitivität
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detektiert (Apitz et al. 2014), war der geringe Gehalt von GluTR2 nur in hema1 -Mutanten zu
beobachten (GluTR1/GluTR2 in Abb. 3.8 B), in denen die GluTR1 nicht mehr vorliegt.
Die durch Kreuzung entstandenen Doppel-knockout-Mutanten (hema1/hema1/HEMA2/hema2 ;
Abb. 3.4) zeigten im Vergleich zu hema1 -Mutanten eine weitere Reduzierung im Chl-Gehalt
(Abb. 3.5 A), die in einem gelblichen Phänotyp resultierte (Abb. 3.2 A, Abb. 3.3), während die
Hämmengen unverändert waren (Abb. 3.5 B).
Die Untersuchungen der hema1 -, hema2 - und Doppel-knockout-Mutanten deuten darauf hin,
dass beide GluTR-Isoformen zur Synthese von Chl und Häm beitragen. Obwohl in photosynthe-
tisch aktivem Gewebe der Bedarf an Chl größer ist (Hendry et al. 1987, Castelfranco & Jones
1975), wird unter Bedingungen, die zu einer massiven Limitierung der ALA-Formation führen,
die Versorgung von ALA für die Hämsynthese sichergestellt. Diese Regulation könnte die Häm-
versorgung von Proteinen, die für die Detoxifikation und den Abbau von ROS benötigt werden,
gewährleisten.
Adulte Pflanzen, denen die GluTR1 fehlt, waren des Weiteren durch sterile Blüten gekennzeich-
net (Abb. 3.3). Obwohl HEMA2 verstärkt in Blüten exprimiert wird (Kumar et al. 1996, Ujwal
et al. 2002), zeigt HEMA1 weiterhin eine starke Expression in Infloreszenzen (gewebespezifische
HEMA-Expressionen in Arabidopsis wurden mit ePlant (Tab. 2.5) ermittelt), die über dem Level
von HEMA2 liegt, und daher wahrscheinlich essentiell für die Blütenbildung ist.
Da augenscheinlich nur das Andrözeum einen Defekt in der Entwicklung aufweist (Abb. 3.3),
wäre eine Kreuzung theoretisch möglich und könnte Auskunft über eine korrekte Entwicklung
des Gynözeums liefern.
Der homozygote knockout von HEMA1 und HEMA2 in Arabidopsis ist embryoletal (Abb. 3.2 B)
und demonstriert die essentielle Rolle der GluTR in der Tetrapyrrolbiosynthese der Pflanzen.
Ferner wird durch die Embryoletalität deutlich, dass es sich bei dem in Arabidopsis vorliegen-
den dritten HEMA-Gen (HEMA3 ) um ein Pseudogen handelt oder die Bedeutung dieses Gens
vernachlässigbar gering ist.
4.1.2 Auswirkungen des Verlustes von GluTR1 auf RNA- und Proteinebene
Der knockout von HEMA1 bzw. HEMA2 in den hema1 -, hema2 - und Doppel-knockout-Mutan-
ten wurde in qRT-PCR Analysen bestätigt (Abb. 3.7). Die Detektion von geringen HEMA1 -
Transkriptmengen in hema1 - und Doppel-knockout-Mutanten ist vermutlich auf Reste von nicht-
funktionalen HEMA1 -RNAs zurückzuführen, da Immunoblots den Verlust von GluTR1 in die-
sen Mutanten eindeutig bestätigten (Abb. 3.8 B). Der Verlust von GluTR2 in hema2 ist mit
dem Antikörper gegen GluTR1/GluTR2 in Immunoblots aufgrund der Dominanz des GluTR1-
Proteins nicht detektierbar, ließ sich aber eindeutig in qRT-PCRs zeigen (Abb. 3.7).
Auffallend waren die im Vergleich zu Col-0 erhöhten Transkriptmengen von HEMA2 in hema1 -
und Doppel-knockout-Mutanten (Abb. 3.7). Die daraus im Vergleich zum Wildtyp resultierenden
leicht erhöhten Mengen an GluTR2 in diesen Mutanten (Abb. 3.13 B; gezeigt für hema1 ) dienen
vermutlich einer partiellen Kompensation des verringerten Gehaltes an GluTR1. Des Weiteren
zeigten Mutanten, denen die GluTR1 fehlte, erhöhte Mengen einiger Proteine, die an der Te-
trapyrrolsynthese beteiligt sind (GSA-AT, CHL27, PORA in Abb. 3.8 B), sodass weiterhin ein
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kontinuierlicher Fluss der Intermediate ermöglicht wird. Eine Untersuchung der Transkriptmen-
gen der jeweiligen Enzyme würde Auskunft darüber geben, ob die erhöhten Proteinmengen auf
eine erhöhte Expression oder einen verminderten Abbau zurückführen sind.
Der leicht gesteigerte Gehalt an GluTR2 und die damit verbundene partielle Kompensation des
Verlustes von GluTR1 war nicht von Dauer, sodass in 30 d alten Pflanzen bereits keine er-
höhten HEMA2 -Transkriptmengen mehr detektiert wurden (nicht gezeigt). Diese Beobachtung
deckt sich mit der Tatsache, dass die Blätter in hema1 - und Doppel-knockout-Mutanten mit
zunehmenden Alter weiter ausbleichen (Abb. 3.2 A, Abb. 3.3).
In Immunoblots war vor allem der erhöhte Gehalt an PORA in hema1 - und Doppel-knockout-
Mutanten auffallend (Abb. 3.8 B). In Arabidopsis liegen drei POR-Isoformen vor, die unter-
schiedliche entwicklungsspezifische und lichtregulierte Expressionsmuster aufweisen (Masuda &
Takamiya 2004). Sowohl das PORA-Transkript als auch das resultierende Protein sind in ho-
hen Mengen in etiolierten Keimlingen messbar und ihr Gehalt wird negativ durch Belichtung
reguliert, sodass sie bereits nach wenigen Stunden im Licht nicht mehr nachweisbar sind (For-
reiter et al. 1991, Armstrong et al. 1995, Holtorf et al. 1995). In den untersuchten Mutanten
hema1 und hema1/hema1/HEMA2/hema2 konnten nach 28 d unter Kurztagbedingungen wei-
terhin hohe Mengen an PORA detektiert werden (Abb. 3.8 B), die wahrscheinlich mit dem
langsameren Aufbau der Thylakoide zusammenhängen (Lee et al. 2013b). Interessant wäre in
diesem Zusammenhang die Transkriptmengen an PORA in diesen Mutanten zu untersuchen,
um festzustellen, ob die erhöhten Proteinmengen auf eine weiterhin starke Expression des Gens
oder auf eine Stabilisierung des Proteins zurückzuführen sind. Eventuell ist infolge der vermin-
derten ALA-Synthese in diesen Mutanten ebenfalls die Lichtperzeption gestört. Eine mögliche
Erklärung hierfür wäre ein Mangel an Phytochromobilin, das ebenfalls ein Endprodukt der Te-
trapyrrolbiosynthese darstellt und als Chromophor des Phytochroms fungiert. PORB wird hin-
gegen durchgehend während der Pflanzenentwicklung exprimiert (Masuda & Takamiya 2004)
und zeigte keine Auffälligkeiten in den untersuchten HEMA-Mutanten (Abb. 3.8 B). Im Gegen-
satz zu PORA wird die Expression von PORC positiv durch Licht reguliert (Oosawa et al. 2000).
Messungen der PORC -Transkriptmengen und des PORC-Proteingehaltes sollten durchgeführt
werden, um mögliche weitere Veränderungen der lichtabhängigen Expression der POR-Isoformen
in den Mutanten zu identifizieren.
Proteine, die mit der GluTR interagieren (GBP, FLU), waren in hema1 - und Doppel-knockout-
Mutanten weniger abundant (Abb. 3.8 B). Denkbar wäre, dass die geringen Mengen an GluTR-
Protein in diesen knockout-Mutanten (Abb. 3.8 B) negativ auf die Proteinstabilität der Interak-
tionspartner wirken oder eine verminderte Expression der Interaktionspartner stattfindet. Zur
Klärung dieses Sachverhaltes sollten die Transkriptmengen von GBP und FLU in den Mutanten
gemessen und mit denen in Col-0 verglichen werden.
4.1.3 Auswirkungen des Chl-Mangels in hema1 -Mutanten
Die Reduzierung des Chl-Gehalts führt zur Beeinträchtigung der Reifung der inneren Membran-
struktur der Plastiden (McCormac & Terry 2002). In den blassgrünen bzw. gelblichen Blättern
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der hema1 - und Doppel-knockout-Mutanten wurden daher Plastiden beobachtet, die eine amor-
phe Struktur mit wenigen Thylakoiden aufwiesen (Abb. 3.6 B, C, D). Aufgrund der fehlerhaften
Assemblierung von Membranstrukturen kommt es zu einer Anhäufung von Lipiden in Plastoglo-
buli. Darüber hinaus wurden zahlreiche Nucleoide beobachtet, sodass die Plastiden der Mutanten
nicht vollständig gereiften Chloroplasten ähneln (López-Juez & Pyke 2005).
Eine Konsequenz des Chl-Mangels ist der Abbau der Chl a/b-bindenden Proteine der Licht-
sammelkomplexe von Photosystem II (LHCB), da die Stabilität Chl-bindender Proteine von
der Präsenz dieses Endprodukts der Tetrapyrrolbiosynthese abhängig ist (Apel & Kloppstech
1980, Murray & Kohorn 1991). Die Proteine wurden entsprechend nur in geringen Mengen in
hema1 - und Doppel-knockout-Mutanten beobachtet (LHCB1 in Abb. 3.8 B; ebenfalls in Coo-
massie-gefärbten Gelen bei 27 kDa sichtbar in Abb. 3.8 A).
Aufgrund der Instabilität der Chl-bindenden Proteine in Abwesenheit von Chl und wegen der
Phototoxizität freien Chls (Reinbothe et al. 1996, Li et al. 2009, Triantaphylidès & Havaux 2009)
wird die Expression der LHCBs und GluTR1 koreguliert (McCormac & Terry 2002). Die Expres-
sion der für diese Proteine kodierenden Gene ist jeweils lichtabhängig (McCormac & Terry 2002)
und wird unter anderem durch einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor GLK1 (Waters et al.
2009) gesteuert. Des Weiteren wird die Expression von kernkodierten Photosynthese-assoziierten
Genen, zu denen auch die LHCBs gehören, durch retrograde Signale beeinflusst, die den Entwick-
lungszustand der Plastiden widerspiegeln (Batschauer et al. 1986, Surpin et al. 2002, McCormac
& Terry 2004). Der in Abbildung 3.8 beobachtete reduzierte Gehalt an LHCB1-Proteinen ist
daher ebenfalls auf eine verringerte Expression zurückzuführen.
Das Verhältnis von Chl a zu Chl b war in hema1 -Mutanten deutlich erhöht und in Doppel-
knockout-Mutanten wurde sogar kein Chl b detektiert (Abb. 3.5 A). Neben den Chl a/b-bin-
denden Proteinen der Lichtsammelkomplexe sind vor allem die Chl a-bindenden Proteine, die
Bestandteil von Kern-Antennenkomplexen und Reaktionszentren der Photosysteme sind, für
die Photosynthese entscheidend (Wang & Grimm 2015). Das nur limitiert verfügbare Chl in den
Mutanten hema1 und hema1/hema1/HEMA2/hema2 wird offenbar bevorzugt in Proteine der
Reaktionszentren eingebaut, die eine wichtige Voraussetzung für den Aufbau von Photosystemen
darstellen, und liegt daher als Chl a vor.
Die Arbeiten von Maekawa et al. (2015) mit Arabidopsis Mutanten, in denen unter anderem ei-
ne verminderte HEMA1 -Expression beobachtet wurde, demonstrierten ebenfalls, dass es infolge
einer geringeren Synthese von Chl in diesen Mutanten zu Einschränkungen der Plastidenentwick-
lung und der Expression von kernkodierten photosynthetischen Genen (z. B. LHCBs) kommt.
Zudem wurde eine Abnahme der RuBisCO detektiert, die ebenfalls in hema1 - und Doppel-
knockout-Mutanten sichtbar war (Abb. 3.8 A) und eine Folge der defekten Plastidenentwicklung
darstellt.
Die Plastiden der Arabidopsis Albino-Mutanten apg2 und pds3 können nicht weiter zu Chlo-
roplasten reifen. Stattdessen kommt es im Laufe der Pflanzenentwicklung zur Bildung von
vakuolen-ähnlichen Strukturen und Vesikeln innerhalb der Plastiden (Motohashi et al. 2001,
Qin et al. 2007).
In den weißen Blättern der hema1/hema1/HEMA2/hema2 -Pflanzen wurden ebenfalls Plasti-
den beobachtet, in denen die Thylakoidmembranen ihr Lumen öffnen und Vesikel generieren
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(Abb. 3.6 E). Eventuell führt auch in diesen Mutanten die fehlerhafte Entwicklung der Plasti-
den schließlich zur Vakuolisierung der Plastiden. Dieser Proplastid-ähnliche Zustand lässt sich
vermutlich auch in älteren Blättern von hema1 beobachten.
Eine weitere Auswirkung des starken Mangels an Chl und der damit verbundenen eingeschränk-
ten Photosynthese ist das retardierte Wachstum der hema1 - und Doppel-knockout-Mutanten
(Abb. 3.2 A, Abb. 3.3, Abb. A.2). Der Verlust der Fähigkeit, photoautotroph zu wachsen, ist
ebenfalls eine Folge des verminderten Chl-Gehaltes in diesen Mutanten und demonstriert, dass
die Expression von HEMA1 essentiell ist (siehe auch Kumar & Söll 2000).
4.1.4 Vergleich mit vorherigen Arbeiten zu HEMA-Mutanten
In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Arabidopsis knockout-Pflanzen von HEMA1 analysiert.
Vorherige Arbeiten, in denen HEMA1 -Antisense-Pflanzen untersucht wurden, zeigten ebenfalls
einen reduzierten Gehalt an Chl und Häm (Kumar & Söll 2000). Ferner wurden geringere Kon-
zentrationen an ALA in den Antisense-Pflanzen gemessen. Messungen der ALA-Syntheserate in
den hema1 -Mutanten im Vergleich zu Col-0 wären daher ebenfalls interessant, konnten in dieser
Arbeit jedoch aus technischen Gründen nicht durchgeführt werden. Die Anzucht der knockout-
Mutanten von HEMA1 erfolgte ausschließlich auf saccharosehaltigem MS-Medium. Die ALA-
Synthese, die in diesen Mutanten vermutlich ohnehin stark reduziert ausfällt im Vergleich zum
Wildtyp, wird unter diesen heterotrophen Bedingungen deutlich gehemmt, sodass die nach Stan-
dardbedingungen durchgeführte Messung der ALA-Syntheserate (Kap. 2.2.9) nicht möglich war.
Der notwendige Einsatz von mehr Blattmaterial wurde durch die Tatsache, dass kein homozy-
gotes Saatgut existiert, erschwert.
Im Gegensatz zu hema1 -Mutanten gibt es bereits einige Daten zu knockout-Mutanten von
HEMA2 in Arabidopsis (Nagai et al. 2007). In Wurzeln und Blättern dieser hema2 -Mutanten
wurden reduzierte Hämgehalte gemessen. Die Diskrepanz dieser Ergebnisse im Vergleich zu mei-
nen Messungen (Abb. 3.5 B) resultieren vermutlich aus den verschiedenen Ökotypen der verwen-
deten hema2 -Mutanten (Columbia – diese Arbeit, Nossen – Nagai et al. 2007). Dennoch wären
Messungen der Hämgehalte in den Wurzeln der in dieser Arbeit verwendeten hema2 -Pflanzen
wünschenswert. Da die Expression von HEMA2 unter Stressbedingungen induziert wird (Nagai
et al. 2007), könnte die Anzucht der hema2 -Mutante unter verschiedenen Stressbedingungen zu
Einschränkungen dieser Mutanten im Vergleich zu Col-0 führen. Erste Versuche, die Pflanzen
einem Salzstress auszusetzen, brachten keine eindeutigen Ergebnisse.
4.2 GluTR2 ist bei Überexpression in der Lage, einen Verlust von GluTR1
zu komplementieren, zeigt aber eine abweichende posttranslationale Re-
gulation
In hema1 -Pflanzen ist HEMA2 aufgrund seiner geringen Expression nicht in der Lage, den Ver-
lust von GluTR1 zu kompensieren (Kap. 4.1). Um zu überprüfen, ob HEMA2 bei stärkerer Ex-
pression den knockout von HEMA1 komplementieren kann, wurde HEMA2 in hema1 -Mutanten
unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors exprimiert (Linie A2 #1 und A2 #2). Als Kontrolle
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dienten hema1 -Pflanzen, die mit HEMA1 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors komplemen-
tiert wurden (Kontroll-Linie A1).
4.2.1 Die Kontroll-Linie A1 ist wildtypartig
Der knockout von HEMA1 in der A1-Linie konnte in einer PCR bestätigt werden (PCR 1 und 2
in Abb. 3.10), sodass die in der qRT-PCR ermittelten HEMA1 -Transkriptmengen (Abb. 3.12 A)
eindeutig auf das Transgen (PCR 4 in Abb. 3.10) zurückzuführen sind.
Da HEMA1 in der Linie A1 ebenfalls unter Kontrolle des endogenen HEMA1 -Promotors ex-
primiert wird und sich daher nicht stark von den in Wildtyppflanzen beobachteten HEMA1 -
Transkriptmengen unterscheiden sollte, sind die im Vergleich zu Col-0 erhöhten Mengen an
HEMA1 -mRNA (Abb. 3.12 A) vermutlich auf mehrere transgene Kopien im Genom zurückzu-
führen. Mit Hilfe von Southern-Blots unter Verwendung von geeigneten HEMA1 -Sonden, ließe
sich im Vergleich zu Col-0 ein erster Überblick über die Anzahl an Transgen-Kopien im Genom
der A1-Linie verschaffen. Eine weitere mögliche Erklärung wäre die Insertion des Transgens in
stärker transkribierten Genomabschnitten. Der Vergleich mit weiteren A1-Linien wäre daher
hilfreich, jedoch gelang in dieser Arbeit lediglich die Generierung einer Kontroll-Linie.
Die Expression von HEMA1 unter der Kontrolle des eigenen Promotors führte zu einer voll-
ständigen Komplementation der knockout-Mutante, sodass die resultierenden A1-Pflanzen einen
vom Wildtyp nicht unterscheidbaren Phänotyp zeigten (Abb. 3.9, Abb. A.4) sowie Chl- und
Hämgehalte, die mit Col-0 identisch waren (Abb. 3.11 A, B). Demzufolge ist der hier für hema1
beschriebene Phänotyp zweifelsfrei eine Konsequenz der T-DNA Insertion im dritten Exon von
HEMA1 und weitere Insertionen in essentiellen Genen können ausgeschlossen werden.
In Coomassie Brilliantblau-gefärbten Proteingelen sowie in Immunoblots wurde die vollständige
Komplementation ebenfalls bestätigt und die Linie A1 zeigte im Vergleich zu Wildtyppflanzen
ähnliche Gehalte der untersuchten Proteine (Abb. 3.13 A, B). Es wurde ein leicht erhöhter Gehalt
an GluTR1 und GBP in A1 beobachtet (Abb. 3.13 B), der auf die erhöhte HEMA1 -Expression
in diesen Pflanzen (Abb. 3.12 A) zurückzuführen ist. Aufgrund der leicht erhöhten GluTR1-
Proteinmengen wurden für A1-Pflanzen erhöhte ALA-Syntheseraten gemessen (Abb. 3.14). Den-
noch haben diese erhöhten ALA-Syntheseraten in den A1-Pflanzen keine Auswirkungen auf den
Chl- oder Hämgehalt. Diese Beobachtung wurde ebenfalls bei der Überexpression von HEMA1
in Arabidopsis gemacht, sodass vermutlich weitere Regulationsmechanismen innerhalb der Te-
trapyrrolbiosynthese eine gesteigerte Synthese von Endprodukten unterbinden (Schmied et al.
2011).
4.2.2 Die Überexpression von HEMA2 komplementiert hema1 -Mutanten
Die Expression von HEMA2 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors in den A2-Pflanzen führte
im Vergleich zum Arabidopsis-Wildtyp erwartungsgemäß zu stark erhöhten HEMA2 -Transkript-
mengen (Abb. 3.12 B). Diese waren ebenfalls im Vergleich zur HEMA1 -Expression in Col-0
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leicht (A2 #1) bzw. deutlich (A2 #2) erhöht und lassen sich durch die mehrfache Inserti-
on des Transgens in das hema1 -Genom erklären. Eine höhere Stabilität der HEMA2 -mRNA
würde ebenfalls die im Vergleich zur HEMA1 -mRNA in Col-0 erhöhten Mengen an HEMA2 -
Transkripten in den A2-Linien erklären. Des Weiteren spiegeln die HEMA2 -Transkriptmengen
der A2-Linien sowohl die Expression des eingebrachten Transgens als auch die endogene Expres-
sion von HEMA2 wieder. Da die letztere sehr gering ausfällt (Kap. 4.1), trägt sie jedoch kaum
zu den in Abbildung 3.12 B detektierten erhöhten HEMA2 -Transkriptmengen bei.
Die Überexpression von HEMA2 mittels des HEMA1 -Promotors führte zur vollständigen Kom-
plementation von hema1 -Mutanten. So zeigten die A2-Pflanzen unter anderem einen vom Wild-
typ nicht unterscheidbaren Phänotyp (Abb. 3.9, Abb. A.4) sowie ähnliche Gehalte an Proteinen
der Tetrapyrrolbiosynthese (GSA-AT, CHL27, POR), Interaktionspartnern der GluTR (GBP,
FLU) und Chl-bindenden Proteinen (LHCB1) in Immunoblots (Abb. 3.13 B).
Die Linien A2 #1 und A2 #2 zeigten im Vergleich zu Col-0 ebenfalls identische ALA-Synthese-
raten (Abb. 3.14). Folglich kann GluTR2 die Funktion der GluTR1 übernehmen, wenn es in
hinreichender Menge vorliegt, sodass eine wildtyp-ähnliche ALA-Syntheserate resultiert.
Die in den Immunoblots im Vergleich zum Wildtyp detektierten stark erhöhten Mengen an
GluTR2 in den A2-Linien (Abb. 3.13 B), können nicht quantitativ mit dem Gehalt an GluTR1
in Col-0 vergleichen werden, da unterschiedliche Antikörper verwendet wurden. Daher ist nicht
bekannt, ob die beobachteten identischen ALA-Syntheseraten (Abb. 3.14) auf gleiche GluTR-
Proteinmengen in diesen Pflanzen zurückzuführen sind.
Analysen von HEMA-Mutanten haben bereits gezeigt, dass sowohl GluTR1 als auch GluTR2
jeweils zur Synthese von Chl und Häm beitragen (Kap. 4.1). Die Chl- und Hämgehalte in den A2-
Linien, die von den in Col-0 gemessenen Gehalten nicht zu unterscheiden waren (Abb. 3.11 C, D),
deuten darauf hin, dass die beiden GluTR-Isoformen bei ähnlich starker Expression einen iden-
tischen Beitrag zu den Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese leisten können. Dennoch gilt
in vivo weiterhin die postulierte Aufgabenteilung der GluTR-Proteine im Bereitstellen von End-
produkten der Tetrapyrrolbiosynthese (McCormac et al. 2001, Ujwal et al. 2002) aufgrund des
unterschiedlichen Expressionsmuster der beiden HEMA-Gene (Kap. 1.3.1).
4.2.3 Die Expression von HEMA1 unter Kontrolle des schwachen Promotors von
HEMA2 führt zu einer partiellen Komplementation von hema1 -Mutanten
Nachdem die Expression von HEMA1 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors zu einer voll-
ständigen Komplementation von hema1 führte (Kap. 3.2, Kap. 4.2.1), wurde HEMA1 unter
Kontrolle des schwächeren HEMA2 -Promotors exprimiert, um die Bedeutung des Promotors in
der Komplementation von hema1 -Mutanten zu verdeutlichen.
Die Expression des Transgens in A2::A1 entsprach 60 % der in diesen Pflanzen und in Col-0
gemessenen HEMA2 -Transkriptmengen (Abb. 3.20) und führte zu leicht erhöhten GluTR1-
Proteinmengen in A2::A1-Pflanzen im Vergleich zu hema1 -Mutanten (Abb. 3.21).
Als Folge konnte eine partielle Komplementation der hema1 -Mutante ausgemacht werden, sodass
ein hellgrüner Phänotyp (Abb. 3.17) sowie im Vergleich zu hema1 -Mutanten leicht erhöhte Chl-
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und Hämgehalte (Abb. 3.18) beobachtet wurden. Die partielle Komplementation zeigte sich auch
auf Proteinebene, sodass im Vergleich zu den knockout-Mutanten höhere Mengen an Proteinen
der Lichtsammelkomplexe (LHCB1) detektiert wurden und Gehalte an GluTR-interagierenden
Proteinen ähnlich abundant waren wie in Col-0, während Proteine der Tetrapyrrolbiosynthese
weiterhin Gehalte vergleichbar mit hema1 -Mutanten zeigten (Abb. 3.21).
Die dargestellten Analysen bestätigen, dass der HEMA2 -Promotor im Vergleich zum HEMA1 -
Promotor (Kap. 4.1) schwächer ist.
Die Generierung und Charakterisierung weiterer A2::A1-Linien sowie Messungen der ALA-
Syntheseraten und der Versuch einer Anzucht unter phototrophen Bedingungen müssten in
Zukunft erfolgen, da diese Arbeiten aufgrund von Saatgutlimitierung nicht durchgeführt wur-
den.
Es ist überraschend, dass die geringe HEMA1 -Expression bereits zu einer partiellen Kom-
plementation von hema1 mit einer deutlichen Veränderung des Chl-Gehaltes (Abb. 3.18 A)
führt, während in hema1 -Mutanten trotz der anfänglichen Verdopplung der HEMA2 -Expression
(Abb. 3.20; nicht mehr zu sehen bei 30 d alten Pflanzen) zu keinem Zeitpunkt der Entwicklung
ein hellgrüner Phänotyp beobachtet werden konnte. Diese Beobachtung deutet auf eine stärkere
katalytische Effizienz der GluTR1 gegenüber GluTR2 hin.
Eine höhere Translationseffizienz der HEMA1 - gegenüber den HEMA2 -Transkripten oder ei-
ne unterschiedliche Stabilität der beiden GluTR-Isoformen wären ebenfalls denkbar, sodass in
den A2::A1-Linien mehr GluTR-Protein vorliegt als in hema1 -Pflanzen, in denen eine stärkere
HEMA2 -Expression erfolgt. Infolge des Fehlens eines Antikörpers mit identischer Sensitivität
gegenüber beiden GluTR-Isoformen konnten die GluTR-Proteinmengen nicht quantitativ vergli-
chen werden. Da das Transgen die 5’- und 3’-UTRs von HEMA1 besaß, könnte die Generierung
eines Transgens mit den UTRs von HEMA2 eventuell zur Klärung dieser Fragestellung beitra-
gen, da die Translationseffizienz des Transgens unter diesen Umständen eher der von HEMA2
entsprechen würde.
4.2.4 A2-Linien zeigen einen flu-ähnlichen Phänotyp nach verlängerten Dunkel-
phasen
Am Ende der regulären Dunkelperiode wurden im Vergleich zur Lichtperiode in allen untersuch-
ten Linien erhöhte Gehalte an Pchlid gemessen (Abb. 3.15), da das für die Umwandlung von
Pchlid in Chlid a zuständige Enzym POR lichtabhängig arbeitet (Masuda & Takamiya 2004,
Heyes & Hunter 2005). In Wildtyp- und A1-Pflanzen kommt es während der Dunkelheit zu einer
feedback-Inhibierung der ALA-Synthese durch das FLU-Protein, wodurch die Akkumulation von
phototoxischen Intermediaten wie Pchlid minimiert wird (Meskauskiene et al. 2001, Meskaus-
kiene & Apel 2002). Die in den GluTR2-Überexprimierern im Vergleich zu Col-0 beobachteten
erhöhten Akkumulationen von Pchlid am Ende der Dunkelphase (Abb. 3.15) lassen daher auf
eine schwächere oder fehlende FLU-vermittelte Dunkel-Repression in diesen Linien schließen.
Nach verlängerten Dunkelphasen von 2,5 d wurde ein nekrotischer Phänotyp in den A2-Linien be-
obachtet (Abb. 3.31), der auf im Vergleich zu Col-0 stark erhöhte Gehalte an Pchlid (Abb. 3.33)
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und die bekannten phototoxischen Eigenschaften freier Tetrapyrrol-Intermediate (Reinbothe
et al. 1996, Triantaphylidès & Havaux 2009) zurückgeführt werden kann. Da nach einer 14-
stündigen Dunkelperiode im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls stark erhöhte Gehalte an Pchlid
in den A2-Linien gemessen wurden (Abb. 3.15), die jedoch zu keinen Nekrosen in diesen Pflan-
zen führten, ist es zum einen denkbar, dass durch den weiteren Anstieg der Pchlid-Mengen nach
2,5 d Dunkelheit in diesen Linien (Abb. 3.37) ein für die Pflanze nicht tolerierbarer Schwellen-
wert überschritten wurde, sodass es schließlich bei erneuter Belichtung zur Bildung von Nekrosen
kommt. Zum anderen wäre denkbar, dass es während der 2,5-tägigen Dunkelphase zu Abbau-
prozessen im Zuge einer beginnenden Seneszenz kommt, wodurch Proteine zur Abwehr von ROS
in geringeren Mengen vorliegen und erhöhte Pchlid-Gehalte daher nicht mehr tolerierbar sind.
Messungen von Protein- oder Transkriptmengen von an der Abwehr von ROS beteiligten Pro-
teinen müssten daher durchgeführt werden.
Col-0 und A1 zeigten ebenfalls einen erhöhten Gehalt an Pchlid nach einer verlängerten Dun-
kelphase von 2,5 d, der jedoch geringer ausfiel als in A2-Linien (Abb. 3.33; schwarze Säulen).
Diese Mengen scheinen für die Pflanzen tolerierbar zu sein, sodass lediglich vereinzelte Nekrosen
beobachtet wurden (Abb. 3.31 A; untere Reihe).
Vor Kurzem wurde ein Membrankomplex in den Chloroplasten identifiziert, der neben FLU
aus PORB, PORC, Geranylgeranyl-Reduktase und einer Untereinheit der MgCy (CHL27) be-
steht (Kauss et al. 2012). Der Mechanismus der FLU-vermittelten Repression der GluTR1 im
Dunkeln ist bisher nicht bekannt, jedoch wird eine Interaktion des Komplexes mit GluTR1 in
Abhängigkeit von Pchlid diskutiert (Kauss et al. 2012). FLU sowie einige der am postulierten
FLU-Komplex beteiligten Proteine wurden in den Linien A2 #1 und A2 #2 mittels Immunoblots
überprüft. Zusätzlich wurde neben der substratbindenden Untereinheit (CHL27) ebenfalls die
membranassoziierte Untereinheit (YCF54) der MgCy untersucht. Die an der FLU-vermittelten
Hemmung der ALA-Synthese beteiligten Proteine sind in den A2-Linien unverändert vorhan-
den (Abb. 3.34 A, Abb. 3.35), sodass die im Dunkeln beobachtete verstärkte Akkumulation von
Pchlid in den A2-Linien auf eine offensichtlich differierende Interaktion der GluTR2 mit FLU
zurückzuführen ist. Ergebnisse aus neueren Kristallstrukturen lassen vermuten, dass die Inter-
aktion von FLU mit GluTR1 dazu führt, dass eine Bindung der tRNAGlu an das Enzym sterisch
nicht mehr möglich ist. Inwieweit die Proteine des postulierten Komplexes daher wirklich in der
FLU-vermittelten Repression der ALA-Synthese eine Rolle spielen, muss in Zukunft genauer
untersucht werden.
Diese Beobachtungen bestätigen die in Hefe-2-Hybrid-Experimente demonstrierte fehlende Inter-
aktion des FLU-Proteins mit GluTR2 und die daraus postulierte fehlende Dunkel-Repression der
GluTR2 (Goslings et al. 2004). Die beiden GluTR-Isoformen unterscheiden sich somit abgese-
hen von der differentiellen Expression (Kap. 4.1) ebenfalls hinsichtlich ihrer posttranslationalen
Regulation. Die FLU-vermittelte Repression der GluTR1 und zu einem geringen Anteil auch
die lichtabhängige Expression von HEMA1 verhindern eine zu starke Akkumulation von Pch-
lid während der Dunkelphase. Da GluTR2 nur in geringen Mengen in der Pflanze vorliegt und
entsprechend weniger zur Synthese von ALA beiträgt (Kap. 4.1), scheint eine Regulation von
FLU für diese GluTR-Isoform nicht notwendig zu sein. Es ist denkbar, dass GluTR2 im Dunkeln
daher eine fortlaufende Synthese von Häm sichert.
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Im Licht wird Pchlid durch POR katalytisch umgesetzt, wodurch nur geringe Mengen an Pch-
lid detektierbar sind (Abb. 3.33; graue Säulen). Die Lichtabhängigkeit von POR wird ebenfalls
dadurch deutlich, dass die in A2-Pflanzen beobachteten starken Akkumulationen von Pchlid
nach 2,5 d innerhalb von 30 min nach erneuter Belichtung stark abnahmen (Abb. 3.38). Pflan-
zen, die kontinuierlich unter Kurztagbedingungen angezogen wurden, zeigten keine Nekrosen
(Abb. 3.31 A; obere Reihe). Diese Beobachtung ist für die A2-Linien zunächst unerwartet, da
flu-Mutanten nicht unter Kurztagbedingungen wachsen können sondern einen nekrotischen Phä-
notyp ausbilden (Meskauskiene et al. 2001).
Messungen der ALA-Syntheseraten zeigten für flu-Mutanten, die unter Dauerlichtbedingungen
angezogen wurden, erhöhte Werte im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.16). Trotz mehrfacher Wie-
derholungen konnten lediglich 1,6-fach erhöhte ALA-Syntheseraten gemessen werden, während
Goslings et al. (2004) von 3-fachen Steigerungen der ALA-Syntheserate berichteten und daher
eine FLU-vermittelte feedback-Inhibierung der ALA-Synthese ebenfalls während der Lichtperi-
ode postulierten. Eine Erklärung für die Diskrepanz der in dieser Arbeit und von Goslings et al.
(2004) gemessenen ALA-Syntheseraten ist die Verwendung von unterschiedlichen flu-Mutanten
(knockout von FLU im Arabidopsis Ökotyp Ler – Goslings et al. 2004; knockout von FLU in
Col-0 – diese Arbeit). Des Weiteren haben Goslings et al. (2004) die ALA-Syntheseraten in 6 d
alten Keimlingen ermittelt, während in dieser Arbeit mit 14 d alten Pflanzen gearbeitet wurde.
Die A1-Linie zeigte eine ähnlich erhöhte ALA-Syntheserate wie flu-Mutanten (Abb. 3.16). Diese
ist vermutlich auf erhöhte GluTR1-Proteinmengen (Abb. 3.13 B) zurückzuführen. Im Gegen-
satz zu A1 und flu zeigten die A2-Linien ALA-Syntheseraten, die identisch mit Col-0 waren
(Abb. 3.16). Aufgrund der fehlenden Interaktion der GluTR2 mit FLU wurden in den HEMA2 -
Überexprimierern erhöhte ALA-Syntheseraten erwartet, ähnlich den in flu-Mutanten gemesse-
nen.
Die beobachteten Diskrepanzen der A2-Linien gegenüber den flu-Mutanten werden im nachfol-
genden Kapitel (Kap. 4.2.5) ausführlich diskutiert.
4.2.5 A2-Linien verhalten sich anders als flu-Mutanten
Während verlängerter Dunkelphasen von 2,5 d kommt es zum Abbau der GluTR-Proteine in
den Linien Col-0, A1 und A2 #1 (Abb. 3.34 A). Dabei fällt eine im Vergleich zu GluTR1 in
Col-0 und A1 verstärkte Abnahme des GluTR2-Proteins in A2 #1 auf, die nicht mit einem
entsprechend stärkeren Rückgang der HEMA2 -Transkriptmengen korreliert (Abb. 3.36).
Immunoblots zur Detektion des GluTR1-Gehaltes zu verschiedenen Zeitpunkten einer 14-stündi-
gen Dunkelperiode zeigten keine signifikanten Unterschiede in den GluTR1-Proteinmengen in
Col-0 und A1 im Vergleich zum Ende der Lichtperiode (Abb. 3.44 A).
Diese Beobachtung ist überraschend, da die Transkription von HEMA1 unter anderem durch
die zirkadianen Uhr reguliert wird (Kruse et al. 1997, Papenbrock et al. 1999, Matsumoto et
al. 2004) und die mRNA-Mengen entsprechend im Dunkeln erst ab- und schließlich zum Ende
der Dunkelperiode wieder zunehmen (Abb. 3.45). Entsprechend wird eine ähnliche Rhythmik
der GluTR1-Proteinmengen erwartet. In der Gerste wurde eine solche Abnahme des GluTR-
Proteingehaltes im Dunkeln beobachtet, die mit einer Abnahme des mRNA-Levels korreliert
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(Kruse et al. 1997, Papenbrock et al. 1999).
Die HEMA1 -Transkripte nehmen im Laufe der Lichtperiode weiter zu und erreichen ihr Maxi-
mum ungefähr 3-4 h nach Beginn der Belichtung (Nutzung von Datenbanken mit ePlant; expe-
rimentell gezeigt in Czarnecki et al. 2011). In diesem Fall korreliert die Zunahme der mRNA mit
einer Anreicherung der GluTR1 (Czarnecki et al. 2011). Für die GluTR-Proteine in Arabidopsis
ist daher offenbar nur eine zirkadiane Rhythmik im Licht auszumachen.
Nach einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d wurde eine signifikante Abnahme der GluTR1
in Wildtyp- und A1-Pflanzen beobachtet (Abb. 3.44 A).
Generell wurde nach der verlängerten Dunkelphase ein reduzierter Gehalt an Proteinen detek-
tiert (RbcL in Abb. 3.44 A). Da die Transkription zahlreicher Gene von abiotischen Faktoren
wie Licht abhängig ist und die zirkadiane Rhythmik ebenfalls nicht unabhängig von Licht auf-
recht erhalten werden kann, zeigen einige Gene nach längeren Dunkelphasen lediglich geringe
Transkriptmengen (gezeigt für HEMA1 in Abb. 3.45). Die Bedingung einer 2,5-tägigen Dunkel-
phase wurde gewählt, um die Proteinstabilität der GluTR-Proteine vor dem Hintergrund einer
reduzierten Protein-Neusynthese analysieren zu können.
A2-Linien zeigten im Gegensatz zu Wildtyp- sowie A1-Pflanzen hingegen bereits nach einer
Stunde Dunkelheit eine rapide Abnahme der GluTR2, sodass bereits am Ende einer regulären 14-
stündigen Dunkelperiode nur geringe Mengen GluTR2 detektiert werden konnten (Abb. 3.44 A).
Die beiden GluTR-Isoformen in Arabidopsis unterscheiden sich folglich deutlich in ihrer Stabi-
lität während der Dunkelheit.
Da in der A1-Linie eine zu Col-0 identische Stabilität der GluTR1 detektiert (Abb. 3.44 A) und
in den A2-Linien mit demselben Plasmid pJA_1.1 (Tab. 2.2) gearbeitet wurde, ist eine geringe
Stabilität der GluTR2 als Folge der Beschaffenheit des Transgens auszuschließen. Messungen
der HEMA2 -Transkriptmengen unterstützen diese Vermutung, da zu allen untersuchten Zeit-
punkten ähnliche Transkriptmengen wie HEMA1 in Col-0 detektiert wurden (nicht gezeigt).
In BiFC-Experimenten wurden GluTR1 und GluTR2 als mögliche Substrate des Clp Protease
Systems identifiziert (Abb. 3.41 A, Abb. 3.42 A). Da in Immunoblots ähnliche Proteinmengen
an ClpS1 in Col-0, A1 und A2 #1 nachgewiesen wurden, erscheint ein verstärkter Abbau von
GluTR2 in den A2-Linien infolge eines erhöhten Vorkommens des plastidären Clp Protease Sys-
tems wenig wahrscheinlich.
Da GluTR2 keine FLU-vermittelte Dunkel-Repression erfährt, verhindert der schnelle Abbau
der GluTR2 im Dunkeln vermutlich eine weitere Anreicherung von Pchlid im Dunkeln und stellt
damit eine zusätzliche Regulation der Tetrapyrrolbiosynthese zur Vermeidung der Akkumulation
von phototoxischen Intermediaten dar. Die in der Vergangenheit postulierte Rolle der GluTR2
im Bereitstellen von ALA zur Synthese von Häm im Dunkeln (Kap. 4.2.4) kann aufgrund der
beobachteten geringen Stabilität der GluTR2 im Dunkeln nun ausgeschlossen werden.
Der Gehalt von GluTR1 in flu-Mutanten während einer 14-stündigen Dunkelperiode und nach
2,5 d Dunkelheit zeigte einen ähnlichen Verlauf wie GluTR1 in Col-0 oder A1 (Abb. 3.44 A),
sodass die beobachtete verminderte Stabilität der GluTR2 im Dunkeln nicht durch die fehlende
Interaktion mit FLU zustande zu kommen scheint.
Einschränkend anzumerken ist, dass flu-Mutanten unter Dauerlichtbedingungen und A2-Linien
unter Kurztagbedingungen kultiviert wurden. Um einen optimalen Vergleich zu gewährleisten,
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sollte der Versuch mit A2 und flu wiederholt werden, wobei beide Linien zuvor unter Dauerlich-
bedingungen angezogen werden.
Aufgrund der fehlenden FLU-Interaktion der GluTR2 kommt es in A2-Linien im Dunkeln inner-
halb weniger Minuten zu einem 4-fachen Anstieg an Pchlid (Abb. 3.37). In Col-0 und A1 wurden
hingegen nur geringe Änderungen im Pchlid-Gehalt während der ersten Stunden im Dunkeln be-
obachtet, wodurch deutlich wird, dass die Interaktion der GluTR1 mit FLU in Dunkelheit bereits
innerhalb weniger Minuten eintritt. Der rapide Abbau von GluTR2 im Dunkeln führt schließlich
dazu, dass der Gehalt an Pchlid in der Linie A2 #1 nach 30 min nur noch langsam ansteigt
(Abb. 3.37). Die Pchlid-Menge am Ende der 14-stündigen Dunkelperiode scheint von den Pflan-
zen noch tolerierbar zu sein, wodurch die A2-Linien im Gegensatz zu flu-Mutanten, in denen es
während dieser Dunkelperiode zu keinem Abbau der GluTR1 kommt (Abb. 3.44 A), unter Kurz-
tagbedingungen lebensfähig sind. Die unterschiedliche Stabilität der beiden GluTR-Isoformen
liefert außerdem eine mögliche Erklärung für die in Abbildung 3.16 beobachtete geringere ALA-
Syntheserate der A2-Linien im Vergleich zu flu-Mutanten.
Am Ende der 14-stündigen Dunkelperiode konnte kein GluTR2 mehr in den A2-Linien detektiert
werden (Abb. 3.44), sodass der weitere Anstieg von Pchlid unter verlängerten Dunkelphasen von
2,5 d auf nicht mehr detektierbare GluTR2-Mengen zurückzuführen ist (Abb. 3.37).
4.3 Charakterisierung der N-terminalen HBD pflanzlicher GluTR-Proteine
Die N-terminale Region pflanzlicher GluTR-Proteine ist stark konserviert und steht eventuell im
Zusammenhang mit der postulierten feedback-Regulation der GluTR durch Häm (Vothknecht et
al. 1998).
Um die Funktion dieser N-terminalen Domäne der GluTR in der posttranslationalen Regulation
des Enzyms näher zu untersuchen, wurde eine um 29 AS verkürzte GluTR1 (GluTR1∆HBD;
Abb. 3.22) in Arabidopsis hema1 -Mutanten exprimiert und die resultierenden A1∆HBD-Linien
charakterisiert. Des Weiteren wurden BiFC-Analysen durchgeführt, um die Beteiligung der N-
terminalen Domäne an Proteininteraktionen näher zu untersuchen.
4.3.1 Die Expression einer N-terminal verkürzten GluTR1 kann den knockout von
HEMA1 vollständig komplementieren
A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2 zeigten eine vollständige Komplementation der knockout-Mu-
tante von HEMA1 (Abb. 3.23). Sowohl Chl- als auch Hämgehalte waren ähnlich den in Col-0 ge-
messenen Mengen (Abb. 3.24 A, B). Immunoblots bestätigten die Komplementation von hema1
aufgrund der Mengen an Proteinen der Tetrapyrrolbiosynthese (GSA-AT, POR), an Protei-
nen, die mit der GluTR1 interagieren (GBP, FLU, CLPS1) sowie an Chl-bindenden Proteinen
(LHCB1 in Abb. 3.27).
Die vollständige Komplementation durch ein N-terminal verkürztes GluTR1-Protein ist nicht
verwunderlich, da bereits für die GluTR1 der Gerste in Enzymassays gezeigt werden konnte,
dass eine N-terminale Deletion von 30 AS zu keiner Veränderung hinsichtlich der spezifischen
Aktivität des Enzyms führte (Vothknecht et al. 1998).
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Die HEMA1 -Transkriptmengen in den A1∆HBD-Linien, die auf die Expression des Transgens
zurückzuführen sind (Abb. 3.25), waren leicht (A1∆HBD #1) bzw. stark (A1∆HBD #2) erhöht
im Vergleich zu den HEMA1 -Transkriptmengen in Wildtyppflanzen (Abb. 3.26). In den Immu-
noblots wurden infolge dieser erhöhten Expression in der Linie A1∆HBD #2 ebenfalls erhöhte
GluTR1-Proteinmengen sowie leicht erhöhte Mengen an GBP im Vergleich zu Col-0 beobachtet
(Abb. 3.27). Dennoch wurden trotz der verstärkten Akkumulation der GluTR-Proteine wie be-
reits in der A1-Linie keine erhöhten Chl- und Hämgehalte gemessen (Kap. 4.2.2).
Auffallend war die Detektion von zwei Banden in den A1∆HBD-Linien bei Verwendung des
Antikörpers gegen GluTR1 (Abb. 3.27). Die untere Bande lässt sich aufgrund des Molekular-
gewichts von ungefähr 50 kDa der reifen GluTR1∆HBD zuordnen, während die obere Bande
aufgrund des Molekulargewichts von ca. 57 kDa vermutlich das nicht prozessierte Vorläuferpro-
tein inklusive TP darstellt. Durch die Entfernung von 29 AS der N-terminalen Region, die fast
unmittelbar hinter dem TP lokalisiert sind (Abb. A.5; entfernte AS sind farbig hervorgehoben
in magenta), erfolgt die während des Imports in die Plastiden ablaufende Prozessierung zum
reifen Protein möglicherweise verlangsamt oder fehlerhaft.
In der Diplomarbeit von Juliane Würdig (2010) wurde ebenfalls die Komplementation von
hema1 -Mutanten durch eine N-terminal verkürzte GluTR1 untersucht. Dabei wurde die gesamte
N-terminale, von Vothknecht definierte HBD entfernt (Abb. A.5, unterstrichene AS) inklusive
einiger AS, die der postulierten TP-Sequenz zugeordnet werden (Abb A.5; farbig hervorgehoben
in grün, Berechnung mit TargetP 1.1), sodass eine stärkere Beeinträchtigung der Prozessie-
rung angenommen werden kann. In Immunoblots von transgenen Pflanzen, die diese verkürzte
GluTR1 exprimierten, wurden ebenfalls zwei Banden bei der Verwendung des Antikörpers gegen
GluTR1 detektiert (Diplomarbeit Juliane Würdig 2010). Immunoblots zeigten außerdem, dass
das unprozessierte Protein deutlich abundanter im Vergleich zum reifen Protein (Diplomarbeit
Juliane Würdig 2010) sowie im Vergleich zum Vorläuferprotein der in dieser Arbeit untersuch-
ten verkürzten GluTR1 vorlag (Apitz et al. eingereicht; Experiment wurde von Judith Schmied
durchgeführt). Die beobachteten Unterschiede in der Anreicherung der zusätzlichen Bande be-
kräftigen die Vermutung, dass es sich um das Vorläuferprotein des verkürzten Enzyms handelt.
Bei der Generierung der verkürzten GluTR1 wurde in dieser Arbeit von der durch TargetP 1.1
prognostizierten Prozessierungsstelle des Proteins ausgegangen. Die bei der Affinitätsreinigung
mit ClpS1 durch Massenspektrometrie identifizierten Peptide ergaben eine Prozessierungsstelle
für die GluTR1, die drei AS stromaufwärts der durch TargetP 1.1 prognostizierten Stelle lag
(Nishimura et al. 2013). Die experimentelle Ermittlung der exakten Prozessierungsstelle der
GluTR1 ist notwendig, um zu überprüfen, ob bereits AS des TP in der GluTR1∆HBD entfernt
wurden und dadurch die Abspaltung des TP beeinflusst wird. Ferner kann angenommen wer-
den, dass auch angrenzende AS, die nicht zum TP gehören, für eine korrekte TP-Abspaltung
notwendig sind.
Messungen des Gehaltes an Pchlid am Ende der Dunkelperiode unter Kurztagbedingungen zeig-
ten in A1∆HBD-Linien mit Col-0 und A1 identische Werte, die auf eine feedback-Inhibierung
der verkürzten GluTR1 durch FLU hinweisen. Dadurch kann die N-terminale HBD der GluTR
als Bindedomäne für FLU ausgeschlossen werden. Hefe-2-Hybrid Experimente (Goslings et al.
2004) und die Kokristallisation der GluTR1 mit FLU (Zhang et al. 2015) demonstrierten die
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C-terminale Region als mögliche FLU-Bindedomäne.
4.3.2 A1∆HBD-Linien zeigen nach verlängerten Dunkelphasen starke Akkumu-
lationen von Pchlid sowie Nekrosen
Nach einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d wurden, wie in den A2-Linien (Kap. 4.2.4),
starke Nekrosen in den Blättern der A1∆HBD-Linien beobachtet (Abb. 3.31 A; gezeigt für
A1∆HBD #1). Der nekrotische Phänotyp kann auch hier auf die Akkumulation von Pchlid, die
im Vergleich zu Col-0 um 45 % stärker ausfiel (Abb. 3.33), und die phototoxischen Eigenschaften
freier Intermediate der Tetrapyrrolbiosynthese (Reinbothe et al. 1996, Triantaphylidès & Havaux
2009) zurückgeführt werden.
Im Gegensatz zu den A2-Linien, in denen bereits nach 30 min Dunkelheit eine starke Akkumula-
tion von Pchlid nachweisbar war (A2 #1 in Abb. 3.37), wurde kein rapider Anstieg von Pchlid in
den A1∆HBD-Linien beobachtet (Abb. 3.37) sowie ein wildtypartiger Gehalt an Pchlid am Ende
einer regulären 14-stündigen Dunkelperiode (Abb. 3.28), sodass eine fehlende FLU-vermittelte
Dunkel-Repression der verkürzten GluTR1 ausgeschlossen werden kann.
In Immunoblots wurden nach der verlängerten Dunkelphase von 2,5 d für Col-0 und A1 Ab-
nahmen der GluTR-Proteinmengen beobachtet, wohingegen in A1∆HBD #1 weiterhin größere
Mengen der verkürzten GluTR1 nachgewiesen werden konnten (Abb. 3.34 A, Abb. 3.44 A). So-
gar nach 5 d Dunkelheit konnte keine signifikante Abnahme der N-terminal verkürzten GluTR1
beobachtet werden, während der Gehalt an GluTR1 in Col-0 weiter abnahm (Abb. 3.44 D).
Die Menge an FLU-Protein in den A1∆HBD-Linien nahm hingegen während der verlängerten
Dunkelphase von 2,5 d ab (Abb. 3.34 A).
Der Gehalt an GluTR1 in A1∆HBD-Linien kann während der 14-stündigen Dunkelperiode ver-
mutlich noch ausreichend durch FLU reguliert werden (Abb. 3.28), während die FLU-vermittelte
Dunkel-Repression der ALA-Synthese bei einer verlängerten Dunkelphase aufgrund der Abnah-
me des FLU-Proteins und der weiterhin größeren Mengen an GluTR1∆HBD nicht mehr ausreicht
und es zu einer verstärkten Akkumulation von Pchlid (Abb. 3.37) und schließlich zu Nekrosen
in den transgenen Linien kommt.
Da die mRNA des Transgens in A1∆HBD zu verschiedenen Zeitpunkten im Dunkeln eine zir-
kadiane Rhythmik aufwies sowie im Vergleich zu den Transkriptmengen von HEMA1 in Col-0
ähnlich geringe Mengen nach 2,5 d Dunkelheit (Abb. 3.36, Abb. 3.45), sind die weiterhin ab-
undanten GluTR-Proteingehalte in A1∆HBD-Pflanzen (Abb. 3.34 A, Abb. 3.44 A) nicht auf
eine erhöhte Expression des Transgens zurückzuführen, sondern weisen vermutlich auf einen
verminderten Abbau des Enzyms hin.
In Affinitätsreinigungen wurde GluTR1 als mögliches Substrat von ClpS1 identifiziert (Nishimu-
ra et al. 2013). Die Interaktion von GluTR1 mit dem Substratselektor des plastidären Clp Pro-
tease Systems konnte in BiFC-Experimenten verifiziert werden (Abb. 3.41 A). Da die Koexpres-
sion der N-terminal verkürzten GluTR1 mit ClpS1 keine YFP-Fluoreszenz zeigte (Abb. 3.41 B),
wird die N-terminale Region der GluTR1 wahrscheinlich zur Erkennung durch ClpS1 benötigt.
Die beobachtete Dimerisierung der GluTR1 mit dem verkürztem Enzym (Abb. 3.41 C) sowie
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die Fähigkeit der verkürzten GluTR1 hema1 -Mutanten zu komplementieren (Kap. 4.3.1) bewei-
sen, dass es sich bei GluTR1∆HBD um ein funktionales Protein handelt, wodurch eine fehlende
Interaktion in Abbildung 3.41 B infolge eines strukturell stark abweichenden Proteins auszu-
schließen ist.
Substratselektoren des Clp Protease Systems wie ClpS1 unterstützen die Erkennung von Sub-
straten und liefern diese zur Clp Maschinerie, jedoch werden die Substrate ebenfalls durch
die Chaperone der Clp Proteasen identifiziert (Nishimura & van Wijk 2015, van Wijk 2015).
BiFC-Analysen zeigten eine Interaktion der GluTR1 mit ClpC1N bzw. ClpC2N (Abb. 3.42 A)
und verifizieren damit GluTR1 als potenzielles Substrat der plastidären Clp Proteasen. GluTR-
ClpC1N /C2N -Interaktionen wurden ebenfalls in vitro durch pull-down-Experimente demons-
triert (durchgeführt von Kenji Nishimura; Apitz et al. eingereicht) und unterstützen die Er-
gebnisse der BiFC-Experimente. Wie bereits für ClpS1 beobachtet (Abb. 3.41 B), konnte keine
Interaktion bei der Koexpression von ClpC1N mit der verkürzten GluTR1 nachgewiesen werden
(Abb. 3.42 C). Die beobachtete Bindung der HBDGluT R1 an ClpC1N (Abb. 3.42 B) demons-
triert schließlich eindeutig die strukturelle Notwendigkeit der N-terminalen Region von GluTR1
für die Erkennung durch das Clp Protease System. Die Erkennung von Substraten anhand ihrer
N-terminalen Domäne wurde bereits in einigen Fällen für das plastidäre Clp Protease System
gezeigt (Nishimura & van Wijk 2015).
Da die Substraterkennung durch das plastidäre Clp Protease System bisher weitestgehend un-
erforscht ist und keine allgemeingültigen Motive bekannt sind, sind weitere Arbeiten notwendig,
um die entscheidenden Aminosäuren am N-Terminus der GluTR-Proteine zu identifizieren, die
für die Erkennung durch ClpS1 bzw. ClpC1/C2 benötigt werden und eventuell Hinweise auf
die unterschiedliche Stabilität von GluTR1 und GluTR2 (Kap. 4.2.5) geben. Eine Beteiligung
weiterer Regionen der GluTR-Proteine an der Substraterkennung durch ClpS1 und Chaperone
der Clp Proteasen kann nicht ausgeschlossen werden.
Mutanten wie clpc1-1 und clpr2-1, in denen zentrale Komponenten des Clp Protease Systems
betroffen waren, zeigten ebenso wie A1∆HBD-Pflanzen nach 2,5 d Dunkelheit relativ zum Ende
der Lichtperiode eine kaum veränderte Abundanz von GluTR1 (Abb. 3.44 A) und lassen daher
vermuten, dass der Abbau der GluTR1 im Dunkeln durch die Clp Proteasen erfolgt.
Im Gegensatz hierzu wies GluTR1 in clps1 -Mutanten, ebenso wie in Col-0, einen starken Abbau
nach einer verlängerten Dunkelphase von 2,5 d auf (Abb. 3.44 A). Da die Substrate ebenfalls
von den Chaperonen des Clp Protease Systems erkannt werden (Abb. 3.42), kommt es folglich
dennoch zum Abbau von GluTR1, sodass kein nekrotischer Phänotyp (Abb. 3.32) sowie keine
Auffälligkeiten im Pchlid-Gehalt (Abb. 3.37) in clps1 -Mutanten beobachtet werden konnten.
Der Verlust von ClpS1 führt lediglich zu einem geringfügig erhöhten Gehalt an GluTR1 im
Vergleich zu Col-0 (Abb. 3.34 B), da Substratselektoren die Substraterkennung normalerweise
beschleunigen. Neuere Untersuchungen postulieren, dass ClpS1 zusammen mit ClpF in einem bi-
nären Adaptorkomplex vorliegt (Nishimura et al. 2015). Bei Abwesenheit von ClpS1 ist es daher
denkbar, dass ClpF weiterhin eingeschränkt als Substratselektor fungieren kann. Untersuchun-
gen des GluTR1-Gehaltes in Doppel-knockout-Mutanten von CLPS1 und CLPF zeigten jedoch
keine weitere Anreicherung von GluTR1-Proteinmengen aufgrund einer stärker eingeschränk-
ten Degradation und deuten darauf hin, dass ClpS1 und ClpF als Komplex zur Erkennung von
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GluTR1 benötigt werden (Nishimura et al. 2015). Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass in den Plastiden der Pflanzen weitere Substratselektoren vorliegen, die eine Rolle in der
Erkennung von GluTR1 als Substrat des Clp Protease Systems spielen. Andere Substrate des
Clp Protease Systems, wie der Kupfer-Transporter PAA2, zeigen hingegen eine Degradation, die
unabhängig von Substratselektoren abläuft (Tapken et al. 2015). Der wildtypartige Phänotyp
von clps1 -Mutanten demonstriert, dass die Substraterkennung durch Adaptorproteine vermut-
lich keine essentielle Rolle in der plastidären Proteolyse einnimmt.
Aufgrund des erhöhten GluTR1-Gehaltes in clpc1-1 und clpr2-1 sollten diese Mutanten nach
verlängerten Dunkelphasen ebenfalls einen nekrotischen Phänotyp zeigen. Nach verlängerten
Dunkelphasen von 24 h wurden im Vergleich zu Col-0 in den Mutanten erhöhte Mengen an
Pchlid gemessen (durchgeführt von Judith Schmied, Apitz et al. eingereicht). Da die Mutanten
clpc1-1 und clpr2-1 einen blassgrünen bis gelblichen Phänotyp sowie ein retardiertes Wachstum
im Vergleich zu Col-0 aufweisen (clpc1-1 – Sjögren et al. 2004, Nishimura et al. 2013; clpr2-1
– Rudella et al. 2006, Kim et al. 2009) wird deutlich, dass der knockout bzw. knockdown dieser
Clp-Komponenten systemische Auswirkungen nach sich zieht, sodass auch pleiotrope Effekte als
Begründung für Nekrosen oder erhöhte Akkumulationen von Pchlid nicht ausgeschlossen werden
können.
Um pleiotrope Effekte auch als Ursache für die Anreicherung der GluTR1 in clpc1-1 und clpr2-1
vernachlässigen zu können, müssten Immunoblots mit Antikörpern gegen Proteine durchgeführt
werden, die nicht vom plastidären Clp Protease System abgebaut werden. In diesem Fall wäre
weiterhin eine Abnahme des Proteingehalts nach 2,5 d Dunkelheit zu erwarten. In dieser Arbeit
wurde die Kontrolle mit einem Antikörper gegen PORA und PORB (Tab. 2.4) durchgeführt.
Jedoch wurde keine Abnahme im Proteingehalt nach einer verlängerten Dunkelphase festgestellt
(nicht gezeigt). Später durchgeführte BiFC-Analysen identifizierten neben GBP ebenfalls PORA
als Substrat des Clp Protease Systems (Abb. 3.43), wodurch es sich nicht als Kontrolle eignete.
Da in Immunoblots im Vergleich zu Col-0 keine Auffälligkeiten im Gehalt an ClpS1 in A1∆HBD-
Pflanzen beobachtet wurden (Abb. 3.34 A), kann ein verminderter Abbau der verkürzten GluTR1
in A1∆HBD aufgrund reduzierter Gehalte von Bestandteilen des Clp Protease Systems vermut-
lich ausgeschlossen werden. Die erhöhte Stabilität der GluTR1∆HBD (Abb. 3.44 A) ist daher of-
fenbar auf die fehlende Erkennung durch Clp Proteasen infolge der Entfernung der N-terminalen
Domäne zurückzuführen (Abb. 3.41 B, Abb. 3.42 C). Die als Resultat der erhöhten Stabilität
beobachteten Nekrosen nach verlängerten Dunkelphasen verdeutlichen die Bedeutung der Pro-
teolyse in der posttranslationalen Regulation der GluTR.
Das nicht prozessierte Vorläuferprotein der GluTR1∆HBD zeigte hingegen bereits während der
regulären 14-stündigen Dunkelperiode einen weitgehenden Abbau (Abb. 3.34 A, Abb. 3.44 A).
Eine Prozessierung des Vorläuferproteins während der Dunkelperiode ist eher unwahrschein-
lich, da die beobachtete Abnahme nicht mit einer in den Immunoblots detektierten Zunahme
der GluTR1∆HBD korrelierte. Da Clp Proteasen eventuell ebenfalls eine Rolle im Abbau von
fehlgefalteten Proteinen oder Protein-Aggregaten, die beim Import in die Plastiden entstehen
können, spielen (Nishimura & van Wijk 2015), kann nicht ausgeschlossen werden, dass das
Vorläuferprotein trotz fehlender N-terminalen Domäne vom Clp Protease System erkannt und
abgebaut wird. Die Degradation durch andere plastidäre Abbausysteme (Übersicht in van Wijk
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2015) ist ebenfalls denkbar.
Anzumerken ist, dass die Proteolyse der GluTR in dem gram-negativen Bakterium S. typhimu-
rium ebenfalls durch Clp Proteasen, aber auch durch Lon Proteasen kontrolliert wird (Wang et
al. 1998). Die Degradation ist in diesem Fall ebenfalls von der N-terminalen Region der GluTR
abhängig (Wang et al. 1999). Dieses Beispiel zeigt eine bemerkenswerte evolutionäre Erhaltung
der posttranslationalen Regulation der GluTR für Spezies, die entweder Häm exklusiv oder
zusätzlich Chl produzieren.
4.3.3 GBP und CLPS1 konkurrieren um die Bindung an die N-terminale Domäne
der GluTR1
Die Interaktion der GluTR mit dem kürzlich identifizierten GBP wurde erstmals mit Hilfe von
Hefe-2-Hybrid Analysen beobachtet und bereits durch BiFC-Analysen und pull-down Experi-
mente bestätigt (Czarnecki et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des
GBP mit GluTR1 bzw. GluTR2 erneut in BiFC-Analysen detektiert (Abb. 3.40 A). Des Wei-
teren konnte gezeigt werden, dass für diese Interaktion die N-terminale Domäne der GluTR1
ausreicht (Abb. 3.40 A unten). Wurde diese Domäne aus der GluTR1 entfernt, konnte keine
YFP-Fluoreszenz bei Koexpression mit dem GBP nachgewiesen werden (Abb. 3.40 B), wodurch
die Notwendigkeit der N-terminalen Domäne für die Interaktion untermauert wird.
Die Bindung des GBP an die N-terminale Domäne der GluTR1 wurde ebenfalls in einer Ko-
kristallisation beider Proteine demonstriert (Zhao et al. 2014), wodurch die in BiFC-Analysen
(Abb. 3.40) beobachtete Eingrenzung auf diese Domäne der GluTR1 bekräftigt wird.
In Hefe-2-Hybrid Experimenten wurde im Gegensatz zu den hier vorgestellten Befunden auch
zwischen einer N-terminal verkürzten GluTR1 und GBP eine Protein-Interaktion beobachtet
(Czarnecki et al. 2011). Dieser Widerspruch lässt sich eventuell auf das verwendete Hefe-System
zurückführen. Die BiFC-Analysen finden in planta statt und lassen sich daher eher mit den
in Arabidopsis herrschenden in vivo-Bedingungen vergleichen als Proteininteraktionen in He-
fe. Die BiFC-Experimente waren mehrfach reproduzierbar und beeinhalteten geeignete interne
Kontrollen (Horstman et al. 2014), während in Hefe-2-Hybrid Experimenten die Untersuchung
einer Interaktion der N-terminalen Region der GluTR1 mit GBP als Kontrolle fehlte. Die un-
terschiedlichen Ergebnisse zur Interaktion des GBP mit der N-terminalen Region der GluTR1
lassen sich eventuell auch dadurch erklären, dass das verkürzte Protein in Hefe-2-Hybrid Experi-
menten um die letzten drei Aminosäuren der HBD (K, E und R in Abb. A.5) länger war als das
in BiFC-Experimenten genutze Konstrukt und somit noch eine Interaktion mit GBP ermöglicht.
Weitere Experimente, wie Co-Immunopräzipitationen mit dem GluTR1-Protein im Vergleich zu
dem in dieser Arbeit generierten N-terminal verkürzten Enzym, sollten zur Bekräftigung der
Interaktion des GBP mit der HBD der GluTR1 durchgeführt werden.
In Immunoblots wurden ein rapider Abbau der GluTR1 in gbp-Mutanten bereits während der
14-stündigen Dunkelperiode (Abb. 3.44 A) und geringere Mengen an GluTR1 im Vergleich zu
Wildtyppflanzen beobachtet (Abb. 3.34 B, Abb. 3.44 B). Da Clp Proteine ebenfalls an die N-
terminale Region des Enzyms binden (Abb. 3.41, Abb. 3.42), ist eine konkurrierende Interaktion
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von GBP und Proteinen des Clp Protease Systems um die Bindung an der N-terminalen Re-
gion denkbar. Dabei scheint das GBP im Gegensatz zu den Clp Proteinen eine stabilisierende
Funktion gegenüber dem Abbau des GluTR-Proteins auszuüben, indem es vermutlich die für
die Erkennung notwendige N-terminale Sequenz der GluTR1 für Proteine des Clp Protease Sys-
tems unzugänglich macht. In gbp-Mutanten kommt es folglich zu einer erleichterten Erkennung
der N-terminalen Region der GluTR1 durch ClpS1 und Chaperone des Clp Protease Systems,
sodass ein verstärkter Abbau der GluTR1 zu beobachten ist. Die durch GBP kontrollierte Pro-
teolyse der GluTR dient vermutlich der Regulation der ALA-Synthese und wird in Kapitel 4.5
modellhaft vorgestellt. Um diese postulierte konkurrierende Interaktion von GBP und Clp Pro-
teinen zu verifizieren, werden zukünftig Doppel-knockout-Mutanten (clpc1-1 gbp) generiert und
analysiert. Es wird erwartet, dass der GluTR1-Proteingehalt in diesen Mutanten während der
Dunkelphase stabil bleibt. Weiterhin sollten pull-down-Experimente durchgeführt werden, um
eine gleichzeitige Bindung von Clp Proteinen und GBP an der N-terminalen Region der GluTR
auszuschließen.
Die Proteolyse der GluTR kann zu verschiedenen Zeitpunkten unter Kurztagbedingungen vari-
ieren und zum Beispiel zu Beginn der Lichtperiode schwächer ablaufen, um eine Akkumulation
des Proteins zu ermöglichen (Abb. 3.46). Der beobachtete schnelle Anstieg von GluTR1 in gbp-
Mutanten sowie von GluTR2 in A2-Pflanzen nach wiedereinsetzender Belichtung (Abb. 3.46)
demonstriert, warum der rapide Abbau der GluTR-Proteine in diesen Linien keine Auswirkungen
auf das Wachstum der Pflanzen zu haben scheint (Abb. 3.31, obere Reihe). Eine Wiederholung
des Immunoblots mit einer vergleichenden Proteinprobe aus der Lichtphase vor der 2,5-tägigen
Dunkelphase wäre jedoch nötig, um zu überprüfen, ob der vor der verlängerten Dunkelphase
nachgewiesene Gehalt an GluTR wieder erreicht werden konnte.
Abgesehen von den verlängerten Dunkelphasen (Abb. 3.34, Abb. 3.44) wird die Degradation
der GluTR vermutlich ebenfalls verstärkt zum Ende der Lichtperiode ablaufen, sodass im Ver-
gleich zur Lichtperiode weniger Protein vorliegt (Czarnecki et al. 2011). Dadurch wird eine hohe
ALA-Syntheserate im Dunkeln, die zu einer Akkumulation von Pchlid führen würde, unterbun-
den. Es sind weitere Experimente nötig, um den hierbei zu Grunde liegenden Mechanismus der
Regulation zu verstehen. So könnte die Zugänglichkeit des N-terminalen Degradationssignals
der GluTR für Proteine der Clp Proteasen während der Licht- und Dunkelperiode variieren.
Generell können Degrons durch posttranslationale Modifikationen der Targetproteine, wie die
Oxidation bestimmter AS-Seitenketten, Konformationsänderungen innerhalb des Proteins und
durch Änderungen von Interaktionen mit Proteinen oder Kofaktoren entstehen oder freigelegt
werden (Dougan et al. 2012). Obwohl sich der von Dougan et al. (2012) erstellte Überblick auf
bakterielle Clp Proteasen und cytosolische Proteolysen bezieht, ist eine Übertragung auf plas-
tidäre Clp Proteasen möglich, da bereits erste beschriebene Substrate ähnliche Regulationen
aufweisen (Nishimura & van Wijk 2015). Die postulierte Degradation der CAO durch plastidäre
Clp Proteasen stellt ein Beispiel für die Regulation der Proteolyse über die Zugänglichkeit des
Degradationssignals dar (Nakagawara et al. 2007, Nishimura & van Wijk 2015). In diesem Fall
wird das intern lokalisierte Degron bei Überschuss des Kofaktors Chl b durch eine Konforma-
tionsänderung innerhalb des Proteins freigelegt (Yamasato et al. 2005, Sakuraba et al. 2007).
In Mutanten, denen die NADPH-abhängige Thioredoxin Reduktase C (NTRC) fehlt, wurde ein
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im Vergleich zum Wildtyp verringerter Gehalt an GluTR1 detektiert (Richter et al. 2013). Die
NTRC ist an redox-regulierten Prozessen in den Chloroplasten beteiligt und das Fehlen des En-
zyms führt vermutlich zu einer verringerten Fähigkeit, bestimmte Cystein-Reste der GluTR zu
reduzieren, sodass die Stabilität der GluTR beeinflusst wird (Richter et al. 2013, Brzezowski et
al. 2015). Es ist daher denkbar, dass die Oxidation bestimmter Cysteine der GluTR zwischen
der Licht- und Dunkelperiode variiert und damit die Affinität des GBP und der Clp Proteine
gegenüber der Bindung an das N-terminale Degradationssignal. GBP scheint im Dunkeln ei-
ne höhere Affinität für die Bindung an diese Region aufweisen als Proteine des Clp Protease
Systems, sodass ein Abbau der GluTR1 während der 14-stündigen Dunkelperiode lediglich in
gbp-Mutanten zu beobachten ist (Abb. 3.44 A).
Die meisten Proteine in den Chloroplasten erfahren nach Abspaltung der Transitpeptidsequenz
vermutlich eine weitere Bearbeitung des N-Terminus durch bisher unidentifizierte Peptidasen
(Rowland et al. 2015). Der N-Terminus der GluTR1 in Arabidopsis kann daher nicht präzise
vorhergesagt werden und muss experimentell bestimmt werden. Weitere Experimente sind not-
wendig, um das Degradationssignal der GluTR1 zu identifizieren. In zukünftigen Versuchen soll-
ten die N-terminalen Domänen der GluTR-Isoformen auch vergleichend untersucht werden, da
diese eine unterschiedliche Stabilität im Dunkeln aufweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass auch
GluTR2 ein N-terminales Degradationssignal besitzt. Eine Fusion der N-terminalen Domänen
an Reporterproteine, wie von Apel et al. (2010) beschrieben, wäre denkbar, um unterschiedliche
Stabilitäten der GluTR-Proteine aufgrund der Beschaffenheit dieser Region zu verdeutlichen.
Des Weiteren ist bisher ungeklärt, welche Rolle die Degradation der GluTR in der Lichtphase
spielt.
Die ALA-Syntheseraten in den A1∆HBD-Linien waren mit denen aus Wildtyppflanzen identisch
(Abb. 3.29). In clps1 -Mutanten wurden hingegen erhöhte Raten gemessen (Abb. 3.29), die wie
in A1-Pflanzen auf die im Vergleich zu Col-0 leicht erhöhten GluTR1-Gehalte (Abb. 3.34 B)
zurückzuführen sind. Die erhöhten Mengen an GluTR1 wurden bereits bei früheren Untersu-
chungen der clps1 -Mutante beobachtet (Nishimura et al. 2013). Da die verminderte Proteolyse
der N-terminal verkürzten GluTR1 (Kap. 4.3.2) im Vergleich zu Col-0 zu einem erhöhten Ge-
halt an GluTR1 in A1∆HBD-Linien führt (Abb. 3.27, Abb. 3.44 B), wurde eine ähnlich erhöhte
ALA-Syntheserate erwartet wie in clps1 - oder A1-Pflanzen.
Ein wie in Zhao et al. (2014) beschriebener Enzymassay mit der aufgereinigten GluTR1 bzw.
GluTR1∆HBD müsste durchgeführt werden, um die katalytische Effizienz der beiden GluTR1-
Proteine direkt und unter Berücksichtigung gleicher Proteinmengen miteinander vergleichen zu
können. Da auch eine N-terminal verkürzte GluTR1 der Gerste in vitro keine reduzierte Enzy-
maktivität im Vergleich zur unveränderten GluTR1 zeigte (Vothknecht et al. 1998), kann eine
verminderte katalytische Effizienz der N-terminal verkürzten GluTR1 in Arabidopsis eher aus-
geschlossen werden.
Zhao et al. (2014) demonstrierten in einem gekoppelten Enzymassay, dass GBP die kataly-
tische Effizienz der GluTR1 stimuliert. Die fehlende Interaktion der GluTR1∆HBD mit GBP
könnte somit, neben den beschriebenen Auswirkungen auf die GluTR1-Stabilität, zu einer gerin-
geren katalytischen Effizienz der verkürzten GluTR1 führen und würde die mit Col-0 identische
ALA-Syntheserate erklären. Unterstützt wird diese Vermutung durch die Beobachtung einer im
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Vergleich zum Wildtyp verminderten ALA-Syntheserate in gbp-Mutanten (Abb. 3.29). Da der
Gehalt an GluTR1 in gbp im Vergleich zu Col-0 verringert ist (Abb. 3.34 B), lässt sich allerdings
nicht ausschließen, dass die verringerte ALA-Syntheserate in diesen Mutanten auf den geringeren
GluTR1-Proteingehalt zurückzuführen ist.
Die im Vergleich zum Wildtyp beobachteten geringeren Gehalte an Chl und Häm in den gbp-
Mutanten (Abb. 3.30) lassen sich durch die geringere ALA-Syntheserate (Abb. 3.29) erklären.
Auffallend ist hierbei, dass vor allem der Hämgehalt abnimmt (Abb. 3.30 B). Diese Beobachtung
wurde zuvor in Mutanten, die einen geringeren Gehalt an GBP aufwiesen, ebenfalls gemacht
(Czarnecki et al. 2011). Aufgrund dieser und weiterer Beobachtungen wurde dem GBP eine
Rolle in der räumlichen Separierung der ALA-Synthese innerhalb der Plastiden zugesprochen
(Czarnecki et al. 2011). An das GBP gebundene GluTR-Proteine sind vermutlich in der Nähe
von Enzymen der Häm-Synthese lokalisiert, wodurch die synthetisierte ALA eventuell bevorzugt
zur Synthese von Häm genutzt wird. Die stärkere Reduzierung des Hämgehaltes gegenüber Chl
in gbp-Mutanten könnte durch dieses Modell erklärt werden.
Obwohl die verkürzte GluTR1 in A1∆HBD-Pflanzen nicht mehr mit GBP interagieren kann,
wurde kein reduzierter Gehalt an Häm in diesen Pflanzen beobachtet (Abb. 3.24 B). Diese
Beobachtung ist vermutlich auf die mit Col-0 vergleichbare ALA-Syntheserate (Abb. 3.29) zu-
rückzuführen.
Die Mengen an Chl und Häm waren in clps1 -Mutanten im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls redu-
ziert (Abb. 3.30). Da in diesen Mutanten sowohl erhöhte Mengen an GluTR1 (Abb. 3.34 B) als
auch erhöhte ALA-Syntheseraten (Abb. 3.29) gemessen wurden, ist diese Beobachtung zunächst
unerwartet. Bei dem Clp Protease System handelt es sich um das dominante Abbausystem in
den Plastiden (Olinares et al. 2011, Clarke 2012), sodass neben GluTR1 zahlreiche weitere Pro-
teine von einer veränderten Abbaurate in clps1 -Mutanten betroffen sein werden. Dadurch kann
es zu veränderten Gehalten der an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligten Enzyme kommen, wo-
durch die Synthese von Endprodukten beeinflusst wird. Immunoblots mit Antikörpern gegen
weitere Enzyme der Tetrapyrrolbiosynthese sollten daher für clps1 -Mutanten durchgeführt wer-
den. Denkbar wäre alternativ eine Akkumulation von Chl- und Häm-abbauenden Proteinen, die
folglich zu veränderten Gehalten an Chl und Häm führen.
4.3.4 Eine Häm-vermittelte Regulation der GluTR bleibt weiterhin unbestätigt
In der Tetrapyrrolbiosynthese der Pflanzen wurde für die GluTR eine feedback-Regulation durch
Häm vorgeschlagen (Vothknecht et al. 1998, Beale 1999). Unter anderem in Arabidopsis wurde
eine Inhibierung der GluTR-Aktivität durch Häm in vitro beobachtet (Zhao et al. 2014). In
dieser Arbeit wurde in clps1 -Mutanten im Vergleich zu Wildtyppflanzen ein reduzierter Gehalt
an Häm gemessen (Abb. 3.30 B), während die ALA-Syntheserate gegenüber Col-0 erhöht war
(Abb. 3.29). Eine zusätzliche Regulation der GluTR durch Häm könnte dieses Befund erklären
und gegenwärtig nicht vollständig ausgeschlossen werden.
Dennoch fehlt die Aufklärung des regulatorischen Mechanismus durch Häm und eine Häm-
vermittelte Regulation der GluTR konnte bisher nicht in vivo nachgewiesen werden. Die Kris-
tallstruktur der GluTR1 aus Arabidopsis gibt keinen Hinweis auf eine Bindung von Häm (Zhao
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et al. 2014). Die Überprüfung der AS-Sequenz der Arabidopsis-GluTR durch die Nutzung von
Datenbanken sowie sequenzbasierten Vorhersagen (TAIR, HemeBIND; Tab. 2.5) zeigte keine
bekannten Häm-Bindemotive oder eindeutigen Hinweise auf Bindestellen für Häm. Dennoch
postulieren Vothknecht et al. (1998), dass die N-terminale Region der GluTR in Pflanzen für die
Bindung von Häm oder die Häm-vermittelte Inhibierung der Enzymaktivität notwendig ist, da
eine um diese Region verkürzte GluTR der Gerste resistent gegenüber der feedback-Regulation
durch Häm war. Bei dieser Region pflanzlicher GluTR-Proteine handelt es sich um eine gegen-
über bakteriellen GluTR-Proteinen N-terminale Verlängerung von ungefähr 30 AS, die hochkon-
serviert ist (Abb. A.7).
Eine feedback-Inhibierung der ALA-Synthese durch Häm wurde wiederholt in Bakterien beob-
achtet. In S. thyphimurium wurde nachgewiesen, dass Häm die Stabilität der GluTR beeinflussen
kann (Wang et al. 1999a). Weitere Experimente demonstrierten, dass die Proteasen Lon und
ClpAP sowie die N-terminale Region der GluTR von S. thyphimurium für die Proteolyse des
Enzyms benötigt werden (Wang et al. 1999a, b). Wang et al. (1999a) postulierten daher, dass
eine Bindung von Häm an die GluTR möglicherweise zu einer Konformationsänderung innerhalb
des Proteins führt, sodass das N-terminal lokalisierte Degron für die Proteasen zugänglich wird
und die GluTR folglich Häm-abhängig degradiert wird. Die Präsentation von Degrons nach Kon-
formationsänderungen des Proteins durch veränderte Interaktionen mit Kofaktoren ist bei der
Substraterkennung durch bakterielle Clp Proteasen weit verbreitet (Dougan et al. 2012). Trotz
der geringen Anzahl an identifizierten Substraten der plastidären Clp Proteasen gibt es bereits
Beispiele, in denen die Degradation des Proteins ebenfalls von Kofaktoren abhängig ist. Der
Kupfer-Transporter PAA2 vermittelt den Transport von Kupfer zum im Lumen der Thylakoi-
den lokalisierten Plastocyanin (Abdel-Ghany et al. 2005) und wird unter hohen Konzentrationen
von Kupfer durch Clp Proteasen degradiert (Tapken et al. 2012, 2015). Ein weiteres Beispiel ist
die CAO, deren Proteinstabilität im Zuge eines feedback-Mechanismus durch Chl b reguliert
wird (Yamasato et al. 2005)
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die GluTR1-Stabilität von der N-terminalen
Domäne des Enzyms abhängig ist (Kap. 4.3.2) sowie durch die konkurrierende Interaktion von
Proteinen der Clp Proteasen und GBP reguliert wird (Kap. 4.3.3). Zhao et al. (2014) postulieren
das GBP anstelle der GluTR als Häm-bindendes Protein. Die Überprüfung von GBP mit Hil-
fe sequenzbasierter Vorhersagen wie HemeBIND (Tab. 2.5) unterstützt diese Vermutung durch
die Detektion von zahlreichen Bindestellen für Häm. Ferner gaben in dieser Arbeit durchge-
führte BiFC-Experimente erste Hinweise darauf, dass GBP möglicherweise ein Substrat des Clp
Protease Systems darstellt (Abb. 3.43). Weiterhin wird postuliert, dass GBP eine Rolle in der
Hämsynthese spielt, da es vermutlich einen kleinen Anteil der GluTR an die Thylakoidmembran
bindet und dort synthetisiertes ALA bevorzugt zur Synthese von Häm genutzt wird (Czarnecki
et al. 2011). Es ist daher denkbar, dass es ähnlich wie bei CAO oder PAA2 bei Überschuss
eines Kofaktors, in diesem Fall Häm, zu dessen Bindung an GBP kommt, wodurch das Protein
eine interne Konformationsänderung erfährt und schließlich ein Degradationssignal freilegt. Der
anschließende Abbau des GBP durch Clp Proteasen würde schließlich zu einer Abnahme der
GluTR führen, da das die N-terminale Region der GluTR schützende Protein fehlt. Das würde
bedeuten, dass die zuvor postulierte feedback-Inhibierung der GluTR durch Häm nicht durch ei-
ne direkte Interaktion mit Häm zustande kommt sondern eine Folge des Abbaus des schützenden
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Proteins GBP darstellt. In diesem Modell würde die N-terminale Region der GluTR dennoch
weiterhin eine Rolle in der Häm-vermittelten Regulation spielen, da die Clp Proteasen diese
Region letzlich zur Substraterkennung benötigen (Kap. 4.3.2). Die Beobachtung, dass erhöh-
te GluTR1-Proteinmengen mit ebenso erhöhten Gehalten an GBP korrelierten (Abb. 3.44 C),
unterstützt den engen Zusammenhang zwischen GluTR1- und GBP-Stabilität.
Eine feedback-Regulation der GluTR1 durch Häm ist zum jetztigen Zeitpunkt nicht auszuschlie-
ßen. Dennoch bedarf das soeben postulierte Modell der Häm-abhängigen feedback-Regulation
zahlreicher Untersuchungen, da eine Häm-abhängige Inhibierung der GluTR zum Teil bei Ver-
suchen mit dem aufgereinigten Enzym beobachtet werden konnten (Zhao et al. 2014), sodass
eine Beteiligung des GBP eher ausgeschlossen werden müsste. Dennoch muss an dieser Stelle
betont werden, dass Häm in Konzentrationen im µM Bereich unspezifisch verschiedenste Enzy-
me hemmen kann (Haile et al. 1990, Cornah et al. 2003). Des Weiteren wurde die Stabilität der
GluTR1 in dieser Arbeit während einer Dunkelperiode und nach verlängerten Dunkelphasen be-
obachtet. Eine starke Akkumulationen von Häm kann unter diesen Bedingungen ausgeschlossen
werden, sodass weitere Experimente nötig sind, um die Proteolyse unter verschiedenen Häm-
Konzentrationen zu analysieren.
Mögliche Experimente zur Analyse der Häm-vermittelten Regulation erweisen sich jedoch als
kompliziert, da sich zum Beispiel die Konzentration von Häm in Arabidopsis schwierig beein-
flussen lässt. Fütterungen durch Hemin erzielen nur kurzfristige Änderungen der Hämkonzentra-
tionen (Dissertation Hye-Jung Lee 2015). Veränderte Hämgehalte in planta würden außerdem
pleiotrope Effekte auf weitere Synthesewege haben, wodurch indirekte Einflüsse auf die GluTR1
durch veränderte Hämkonzentrationen nicht auszuschließen wären. Eine weitere Möglichkeit wä-
re die Anzucht der Pflanzen unter Stressbedingungen, da Häm unter Stressbedingungen vermehrt
benötigt wird (Nagai et al. 2007). Hier kommt es daher zu einer Erhöhung der ALA-Syntheserate
und zur vermehrten Produktion von Häm. Diese muss streng kontrolliert werden, um die Akku-
mulation von Intermediaten der Tetrapyrrolbiosynthese zu unterbinden (Reinbothe et al. 1996,
Triantaphylidès & Havaux 2009), sodass eine Häm-vermittelte feedback-Inhibierung der GluTR
vermutlich am ehesten unter diesen Bedingungen eine Rolle spielt.
Die Bindung von Häm an GluTR1 bzw. GBP könnte mit Hilfe einer Hemin-Affinitätschromato-
graphie, wie in Mills & Payne (1995) beschrieben, getestet werden.
4.4 HEMA3 kodiert ein Protein mit GluTR-Funktion
Lange Zeit wurden Pseudogene als stillgelegte genomische Loci mit Sequenzähnlichkeit zu funk-
tionellen Genen definiert, die ihr kodierendes Potential aufgrund von Mutationen, wie Verschie-
bungen des Leserahmens oder verfrühten Stoppcodons, verloren hatten (Echols et al. 2002, Bala-
kirev & Ayala 2003). In neueren Studien wurde die Transkription einiger Pseudogene beobachtet
(Harrison et al. 2005, Firth et al. 2006) und in einigen Fällen konnte sogar eine entscheidende
regulatorische Rolle der RNA-Produkte ausgemacht werden (Pei et al. 2012). Pseudogene sind
daher keineswegs inaktive genomische Loci, jedoch kodieren sie kein Protein mehr.
Um zu überprüfen, ob HEMA3 in Arabidopsis, das in Transkriptom-Analysen eine sehr geringe
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Expression aufwies (Matsumoto et al. 2004), sein kodierendes Potential verloren hat, wurde das
Gen in hema1 -Mutanten unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors exprimiert.
4.4.1 Die Expression von HEMA3 unter Kontrolle des HEMA1 -Promotors führt
zur partiellen Komplementation von hema1
A3-Pflanzen zeigten einen hellgrünen Phänotyp (Abb. 3.47) sowie einen im Vergleich zu hema1 -
Mutanten erhöhten Gehalt an Chl und Häm (Abb. 3.49). Des Weiteren waren die A3-Linien im
Gegensatz zu hema1 -Mutanten in der Lage, photoautotroph auf Erde zu wachsen (Abb. 3.48)
und fertil (nicht gezeigt), zeigten jedoch weiterhin ein retardiertes Wachstum im Vergleich
zu Col-0 (Abb. 3.48). Die zusätzliche Expression von HEMA3 unter Kontrolle des HEMA1 -
Promotors führte daher zu einer partiellen Komplementation von hema1.
Die partielle Komplementation wird in Immunoblots (Abb. 3.51) durch die im Vergleich zu
hema1 -Mutanten erhöhten Proteingehalte von Interaktionspartnern der GluTR (GBP, FLU)
und Chl-bindender Proteine (LHCB1) sowie die geringere Akkumulation von GSA-AT und POR
bestätigt. Dabei zeigte die Linie A3 #3 weiterhin etwas höhere Proteinmengen für GSA-AT und
POR als A3 #1 und A3 #2, die mit einer geringeren Komplementation von hema1 und folglich
einem helleren Phänotyp korrelieren (Abb. 3.47).
In qRT-PCR Analysen konnte eine erhöhte Expression von HEMA3 in den A3-Linien detektiert
werden (Abb. 3.50). HEMA3 -Transkripte wurden in Wildtyppflanzen nur in minimalen Men-
gen nachgewiesen und bestätigen damit die zuvor in Transkriptom-Analysen von Arabidopsis-
Keimlingen beobachtete sehr geringe Expression des Gens (Matsumoto et al. 2004).
Aufgrund der Expression des Transgens unter Kontrolle des Promotors von HEMA1 wurden
HEMA3 -Transkriptmengen erwartet, die mit denen von HEMA1 in Col-0 identisch sind. Aller-
dings machten die HEMA3 -Transkripte nur etwa 13 % des Gehaltes an HEMA1 in Col-0 aus
(Abb. 3.50). Da es zuvor keine Probleme mit dem zur Generierung von transgenen Pflanzen
verwendeten Plasmids pJA_1.1 gab (Linien A1 und A2 in Kap. 3.2 sowie A1∆HBD-Pflanzen in
Kap. 3.4), sind die geringen HEMA3 -Transkriptmengen offenbar auf eine verminderte Stabili-
tät der HEMA3 -mRNA zurückzuführen. Die Stabilität einer mRNA ist unter anderem von der
Beschaffenheit der 3’-UTR abhängig (Narsai et al. 2007). Da die 3’-UTR ebenfalls von HEMA1
stammt (Kap. 2.2.6.8) und das HEMA3 -Transgen außerdem Introns aufweist, die laut Narsai et
al. (2007) generell stabilisierend wirken, müssen andere Faktoren für die geringe Stabilität der
HEMA3 -mRNA in den A3-Pflanzen verantwortlich sein.
In der qRT-PCR Analyse wurde mit A3 #1 gearbeitet (Abb. 3.50), da zum Zeitpunkt der Durch-
führung keine weiteren Linien zur Verfügung standen. Die Messung wurde dreimal unabhängig
wiederholt und zeigte ein reproduzierbares Ergebnis. Die Untersuchung von HEMA3 -Transkript-
mengen in weiteren Linien ist dennoch notwendig, um die Vermutung einer geringeren Stabilität
der Transgen-mRNA zu bestätigen.
Der knockout von HEMA1 in den A3-Linien wurde in Immunoblots bestätigt (Abb. 3.51), wäh-
rend die Mengen an GluTR3-Protein in den transgenen Linien nicht ermittelt werden konnte, da
kein GluTR3-spezifischer Antikörper vorlag. Die Beobachtung einer partiellen Komplementati-
on von hema1 in den A3-Pflanzen impliziert jedoch das Vorhandenseins eines weiteren Proteins
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mit GluTR-Funktion neben GluTR2, sodass HEMA3 offenbar in kodierendes Potential aufweist
und der Begriff Pseudogen daher nicht auf das HEMA3 -Gen angewandt werden kann. Infolge
der geringen HEMA3 -Transkriptmengen (Abb. 3.50) liegt aber vermutlich wenig Protein vor.
Ein signifikanter, funktioneller Beitrag des Gens in Arabidopsis Col-0 ist aufgrund seiner ge-
ringen Expression (Matsumoto et al. 2004) dennoch unwahrscheinlich. Diese Vermutung wird
durch die Tatsache, dass der Doppel-knockout von HEMA1 und HEMA2 bereits embroyletal ist
(Abb. 3.2 B), bekräftigt. Es bleibt daher ungeklärt, warum HEMA3 seine Funktion noch nicht
vollständig verloren hat.
In den A3-Linien wurden deutlich geringere ALA-Syntheseraten gemessen als in Wildtyppflanzen
(Abb. 3.52), die auf geringere GluTR-Proteinmengen schließen lassen. Eine Wiederholung der
Messung mit hema1 -Pflanzen wäre wünschenswert, um die ALA-Syntheseraten der A3-Pflanzen
mit denen der knockout-Mutanten von HEMA1 vergleichen zu können. Dabei werden erhöh-
te ALA-Syntheseraten in den A3-Pflanzen gegenüber den knockout-Mutanten erwartet, die nur
durch ein weiteres Protein mit GluTR-Funktion erklärbar wären, da keine erhöhten GluTR1-
oder GluTR2-Proteinmengen im Vergleich zu hema1 nachgewiesen wurden (Abb. 3.51).
4.4.2 Phylogenie von HEMA-Genen
In Angiospermen wird die GluTR von einer kleinen HEMA-Genfamilie kodiert (Tanaka et al.
1997) und alle bisher untersuchten dikotylen Pflanzen besitzten in der Regel zwei HEMA-Gene.
Arabidopsis stellt eine der wenigen Ausnahmen dar und verfügt über ein drittes HEMA-Gen
(Arabidopsis Genome Initiative 2000). Zuvor durchgeführte phylogenetische Analysen der AS-
Sequenzen der HEMA-Isoformen aus Gerste, C. sativus und A. thaliana zeigten, dass die HEMA-
Genfamilien mono- und dikotyler Pflanzen unabhängig voneinander entstanden sind (Tanaka et
al. 1997).
Phylogenetische Analysen der HEMA-Genprodukte aus verschiedenen dikotylen Pflanzen of-
fenbaren eine GluTR2-spezifische Klade, die die meisten GluTR2-Proteine mit Ausnahme der
GluTR2-Isoform aus Arabidopsis beinhaltet (Abb. 4.1). GluTR2 aus Arabidopsis findet sich in
der GluTR1-spezifischen Klade wieder, sodass vermutlich eine in jüngerer Vergangenheit an-
gesiedelte, unabhängige Duplikation von HEMA1 zum heutigen HEMA2 -Gen in Arabidopsis
führte. Die Duplikation des Gens war Teil einer größeren genomischen Neuordnung, die weitere
Spuren in den benachbarten Genen von HEMA2 hinterlassen hat (nicht gezeigt; ermittelt mit
PGDD (Tab. 2.5)).
Die beiden HEMA-Gene in Arabidopsis, die einen funktionellen Beitrag zur Tetrapyrrolbiosyn-
these liefern, zeigen mit 81 % eine hohe Übereinstimmung hinsichtlich ihrer AS-Sequenz (Ujwal
et al. 2002). Dennoch unterscheiden sie sich substantiell in ihrem Expressionsmuster (Kap. 1.3.1,
Kap. 4.1). Die HEMA1 -Expression ist lichtabhängig und der Promotor zeichnet sich durch ent-
sprechende cis-Elemente aus (Ilag et al. 1994, McCormac et al. 2001). Diese cis-Elemente, denen
eine Rolle in der lichtabhängigen Regulation zugesprochen wird, liegen nur vereinzelt im Pro-
motor von HEMA2 vor (Ujwal et al. 2002), sodass das Gen eine lichtunabhängige Expression
aufweist (McCormac et al. 2001, Ujwal et al. 2002). Ein divergierendes Expressionsmuster wurde
ebenfalls in anderen Spezies beobachtet. In C. sativus wurden zwei HEMA-Gene beschrieben
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(Tanaka et al. 1996). HEMA1 zeigt eine lichtabhängige Expression in den Kotyledonen und im
Hypokotyl, während HEMA2 lichtunabhängig und allgegenwärtig in der Pflanze exprimiert wird
(Tanaka et al. 1996).
Das Arabidopsis HEMA3 -Gen zeigt hingegen eine sehr geringe Expression unter allen bisher
getesteten Bedingungen (Matsumoto et al. 2004), sodass eine signifikante Funktion der GluTR3
unwahrscheinlich ist (Kap. 4.4.1). Die AS-Sequenz von GluTR3 hat lediglich 65 % Identität
mit GluTR1 und 68 % mit GluTR2 (ermittelt mit Vector NTI Advance 10 (Tab. 2.5)) und das
Enzym findet sich, wie Arabidopsis GluTR2, in der GluTR1-spezifischen Klade wieder.
Abb. 4.1: Phylogenetischer Baum ausgewählter GluTR-Sequenzen. Dargestellt ist
der mit Hilfe von Phylogeny.fr (Tab. 2.5) erstellte phylogenetische Baum aus GluTR-Sequenzen
von: Ath – A. thaliana (P42804, P49294, Q9SJX1), Bsu – Bacillus subtilis (WP_004399038),
Csa – C. sativus (NP_001267503, NP_001267616), Eco – E. coli (WP_001295619), Hvu
– Hordeum vulgare (Q42843, Q96563, O65796), Mka – M. kandleri (Q9UXR8), Nta –
N. tabacum (CAN88916), Ppa – Physcomitrella patens (XP_001783894), Rco – Ricinus
communis (XP_002509995, XP_002518307), Sly – Solanum lycopersicum (XP_004238036,
XP_004230651), Vvi - Vitis vinifera (XP_002285583, XP_002264428), Zma – Zea mays
(XP_008644739, NP_001132054). Der Maßstabsbalken zeigt die Substitutionen pro AS-
Position an.
4.4.3 Die Komplementation von hema1 -Mutanten mittels hemA-Genen aus E. coli
und Synechocystis bedarf zahlreicher Optimierungen
In E. coli und Synechocystis wird ALA über den C5-Weg beginnend mit Glutamat als Substrat
synthetisiert (Avissar et al. 1989, Beale 1999). Die beiden Organismen besitzen jeweils ein hemA-
Gen, das für eine GluTR ohne TP kodiert. Die hemA-Sequenzen wurden unter Kontrolle des
HEMA1 -Promotors in hema1 -Mutanten exprimiert, um zu überprüfen, ob die GluTR-Proteine
einfacher Organismen in der Lage sind, den Verlust der GluTR1 zu kompensieren. Dabei war die
GluTR von E. coli besonders interessant, da in dem Bakterium keine Chl-Synthese stattfindet.
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In dieser Arbeit gelang keine Komplementation von hema1 -Mutanten durch die Expression von
bakteriellen hemA-Genen (Kap. 3.9). Da der verwendete Vektor pJA_1.1 (Tab. 2.2; Kap. 2.2.6.8)
zuvor erfolgreich bei der Generierung von transgenen Pflanzen eingesetzt wurde (siehe Kap. 3.2,
Kap. 3.4, Kap. 3.8), sind die beobachteten geringen Transkriptmengen der Transgene (nicht
gezeigt) höchstwahrscheinlich auf verringerte Stabilitäten der entsprechenden mRNAs zurück-
zuführen. Die hemA-Sequenzen in E. coli und Synechocystis sind intronfrei und vermindern
dadurch eventuell die Stabilität der Transgen-mRNAs, da Narsai et al. (2007) eine stabilisieren-
de Wirkung von Introns auf mRNAs in Arabidopsis nachweisen konnte.
In einer Synechocystis-Linie konnten Transkriptmengen des Transgens beobachtet werden, die
identisch mit der Expression von HEMA1 in Col-0 waren (nicht gezeigt). Dennoch wurde in
diesem Fall ebenfalls keine Veränderung des hema1 -Phänotyps beobachtet.
Diese Beobachtung kann zum einen bedeuten, dass kein GluTR-Protein in diesen Linien syn-
thetisiert wurde. Mit Hilfe der Codon Usage Database (Tab. 2.5) konnten mehrere Unterschiede
in der Häufigkeit des Gebrauches bestimmter Codons in Arabidopsis und Synechocystis bzw.
E. coli detektiert werden. Der Codon-Gebrauch wurde bei der Komplementation nicht ange-
passt und führt vermutlich zu einer eingeschränkten Proteinsynthese. Des Weiteren ist es mög-
lich, dass kein funktionstüchtiges GluTR-Protein gebildet wurde. Glutamyl-tRNAs aus Algen
oder Bakterien, die ebenfalls den C5-Weg nutzen, dienen für alle bisher untersuchten pflanz-
lichen GluTR-Proteine nicht als Substrat (Beale 1999). Daher wäre es naheliegend, dass die
Synechocystis-GluTR ebenfalls pflanzliche tRNAGlu nicht als Substrat erkennt und daher in
hema1 -Pflanzen keine katalytische Funktion ausüben kann.
Aufgrund des Fehlens eines Antikörpers gegen die Synechocystis-GluTR ist unbekannt, ob es zur
Synthese eines GluTR-Proteins kam. Die Generierung von spezifischen Antikörpern gegen die
GluTR aus Synechocystis und E. coli oder die Expression von bakteriellen GluTR-Proteinen, die
mit einem Affinitäts-tag versehen sind, wären daher für weitere Untersuchungen unabdinglich.
Die Komplementation von hema1 -Mutanten durch Expression von hemA-Genen aus Syncheo-
cystis und E. coli hat nicht funktioniert und bedarf bei Wiederholung zahlreicher Optimierun-
gen, wie zum Beispiel Anpassungen des Codon-Gebrauchs oder die zusätzliche Expression der
tRNAGlu aus Syncheocystis bzw. E. coli.
4.5 Regulation der beiden GluTR-Isoformen während der Licht- und Dunkel-
periode – Ein Modell
Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur unterschiedlichen posttranslationalen Regula-
tion der beiden GluTR-Isoformen in Arabidopsis und zur Bedeutung der N-terminalen Domäne
der GluTR1 in dieser Regulation führte zusammen mit zuvor veröffentlichten Publikationen, die
die Interaktionen mit regulatorischen Proteinen, wie zum Beispiel FLU und GBP, betreffen, zur
Entwicklung des in Abbildung 4.2 dargestellten Modells zur Regulation der ALA-Synthese in
Angiospermen während der Licht- und Dunkelperiode.
Die Expression von HEMA1 wird unter anderem durch Licht und die zirkadiane Uhr reguliert
(Ilag et al. 1994, McCormac et al. 2001, Matsumoto et al. 2004), sodass es in der Lichtperiode
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gegenüber der Dunkelperiode zur Akkumulation von GluTR1 kommt (Czarnecki et al. 2011).
Entsprechend kommt es während der Lichtphase verstärkt zur Synthese von ALA und folglich zur
Generierung von Endprodukten der Tetrapyrrolbiosynthese (Abb. 4.2 links). Die ALA-Synthese
verläuft in Pflanzen, wie A. thaliana, über den C5-Weg und beginnt mit Glu als Substrat.
Im Gegensatz zu HEMA1 zeigt HEMA2 eine lichtunabhängige Expression (McCormac et al.
2001), die zudem 15-fach schwächer ausfällt (Abb. 3.7), sodass GluTR1 das dominant vorliegende
GluTR-Protein in photosynthetisch aktivem Gewebe ist (Matsumoto et al. 2004). Aufgrund der
vernachlässigbar geringen Expression von HEMA3 (Matsumoto et al. 2004; sowie diese Arbeit
Kap. 4.4.1) wird GluTR3 in diesem Modell nicht berücksichtigt.
Abb. 4.2: Modell zur Regulation der ALA-Synthese in Angiospermen. Dargestellt ist
die postulierte Regulation der GluTR (GluTR1/2= GluTR1- oder GluTR2-Dimer) während
der Licht- (links) und Dunkelperiode (rechts). Die N-terminale Domäne der GluTR ist schwarz
hervorgehoben. Erläuterungen im Text.
In Pflanzen sind die an der Tetrapyrrolbiosynthese beteiligten Enzyme vorwiegend in den Plasti-
den lokalisiert (Tanaka & Tanaka 2007, Tanaka et al. 2011). Dabei liegt die Mehrheit der GluTR
im Stroma der Plastiden vor (Joyard et al. 2009, Tanaka et al. 2011). Ein kleiner Teil der GluTR
wird offenbar durch das kürzlich identifizierte GBP an die Thylakoidmembran gebunden (Czar-
necki et al. 2011). Das GBP-Dimer selbst wird über ein noch unbekanntes Membranprotein
an die Thylakoidmembran der Plastiden assoziiert (Czarnecki et al. 2011). Die Interaktion des
GBP mit sowohl GluTR1 als auch GluTR2 wurde in dieser Arbeit in BiFC-Analysen bestätigt
(Abb. 3.40). Es wird vermutet, dass ALA, welches von der membrangebundenen GluTR gebildet
wird, bevorzugt zur Synthese von Häm genutzt wird (Czarnecki et al. 2011). Diese postulierte
räumliche Separierung der ALA-Synthese unterstützt die Idee von spezifischen ALA-Pools für
die Synthese von Chl bzw. Häm (Huang & Castelfranco 1990, Joyard et al. 2009).
Kristallstrukturen der GluTR aus M. kandleri (Moser et al. 2001) und Arabidopsis (Zhao et
al. 2014) demonstrierten, dass das Enzym ein V-förmiges Dimer mit Hilfe der C-terminalen
Dimerisierungsdomäne formt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Dimerisierung der GluTR-
Proteine mit Hilfe von BiFC-Experimenten bestätigt (Abb. 3.39).
Es wurde postuliert, dass GSA-AT, das ebenfalls ein Dimer bildet (Grimm et al. 1989, Hennig
et al. 1997, Stetefeld et al. 2006), in die entstehende Öffnung der V-förmigen GluTR-Struktur
bindet und damit ein effizientes Channeling der Intermediate zur Synthese von ALA ermöglicht
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(Moser et al. 2001). Die von Zhao et al. (2014) durchgeführte Kokristallisation der Arabidopsis
GluTR mit dem GBP demonstrierte hingegen eine Bindung des GBP-Dimers in die Lücke des
V-förmigen GluTR-Dimers. Die Interaktion des GBP war dabei auf die N-terminal lokalisierte
katalytische Domäne der GluTR1 begrenzt (schwarzer Bereich der GluTR in Abb. 4.2) und
konnte in dieser Arbeit mit Hilfe von BiFC-Analysen bestätigt werden (Abb. 3.40). Dennoch
wurde die von Moser et al. (2001) und Schubert et al. (2002) postulierte Bindung der GSA-AT in
die Lücke des V-förmigen GluTR-Dimers zur Darstellung gewählt. Es sind weitere Experimente
nötig, um die Interaktion des Enzyms auf eine Region der GluTR einzugrenzen.
Das für die Dunkel-Repression der ALA-Synthese notwendige FLU-Protein (Meskauskiene et al.
2001) liegt in einem Membrankomplex vor, der die vier Enzyme PORB, PORC, Geranylgeranyl-
Reduktase und eine Untereinheit der MgCy (CHL27) beinhaltet (Kauss et al. 2012). FLU ist
durch seine N-terminale, hydrophobe Region in der Membran verankert (Meskauskiene et al.
2001) und liegt als Dimer vor (Zhang et al. 2015; im Modell stark vereinfacht dargestellt). Mit
Hilfe der an die hydrophobe Domäne angrenzende coiled-coil Domäne kann FLU Interaktionen
mit Proteinen, wie zum Beispiel GluTR1, eingehen (Zhang et al. 2015).
Aufgrund der Lichtabhängigkeit der von POR katalysierten Reaktion (Masuda & Takamiya
2004, Heyes & Hunter 2005) muss die Akkumulation von Pchlid, das infolge seiner phototoxi-
schen Eigenschaften zu schwerwiegenden Schäden der Pflanze bei erneuter Belichtung führen
kann (Reinbothe et al. 1996, Triantaphylidès & Havaux 2009), im Dunkeln unterbunden wer-
den. In Arabidopsis wird die Anreicherung von phototoxischen Intermediaten im Dunkeln durch
mehrere Regulationsmechanismen verhindert.
Eine zirkadiane Rhythmik der GluTR1 konnte nur im Licht nachgewiesen werden (Kap. 4.2.5),
sodass 3-4 h nach Belichtung die stärkste Akkumulation an GluTR1-Proteinmengen detek-
tiert wurde (Czarnecki et al. 2011). Im Dunkeln liegt daher vergleichsweise weniger GluTR1
vor, sodass weniger ALA synthetisiert wird (Abb. 4.2 rechts). Entscheidend ist darüber hin-
aus vor allem die FLU-vermittelte Dunkel-Repression der GluTR1. Im Dunkeln wird der FLU-
Membrankomplex durch GluTR1 ergänzt (Kauss et al. 2012), wodurch es zu einer Hemmung
der Enyzmaktivität kommt (Meskauskiene & Apel 2002). Vermutlich ist die Interaktion von
FLU mit GluTR1 von der Pchlid-Bindung an POR abhängig (Kauss et al. 2012), die durch
die Lichtabhängigkeit der POR-Reaktion (Masuda & Takamiya 2004, Heyes & Hunter 2005)
und der damit einhergehenden Akkumulation des Substrats am Enzym im Dunkeln zustande
kommt (Abb. 3.15). Der strukturelle Mechanismus, der zur FLU-vermittelten Repression der
ALA-Synthese führt, ist bisher ungeklärt. Analysen der Kristallstrukturen lassen jedoch vermu-
ten, dass die Bindung der Glutamyl-tRNAGlu an die GluTR1 bei einer Interaktion mit FLU
sterisch nicht mehr möglich ist (Zhang et al. 2015). In Hefe-2-Hybrid Experimenten wurde die
Beteiligung der C-terminalen Region der GluTR1 an der Interaktion mit FLU beobachtet (Gos-
lings et al. 2004).
Die fehlende Dunkel-Repression der GluTR2 durch FLU konnte in dieser Arbeit durch die Über-
expression von HEMA2 in hema1 -Mutanten bestätigt werden (Kap. 4.2.4). Die A2-Pflanzen
zeigten am Ende der 14-stündigen Dunkelperiode erhöhte Mengen an Pchlid (Abb. 3.15), die
nach einer verlängerten Dunkelphasen von 2,5 d weiter anstiegen (Abb. 3.37) und schließlich bei
erneuter Belichtung zu Nekrosen führten (Abb. 3.31).
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Die GluTR1 stellt vermutlich ein Substrat des Clp Protease Systems in Plastiden dar, wobei die
N-terminale Domäne des Enzyms zur Erkennung durch Clp Proteine benötigt wird (Kap. 4.3.2).
Der binäre Adaptorkomplex aus ClpF und ClpS1 erkennt GluTR als Substrat und liefert es zum
Clp Protease System (Nishimura et al. 2015). Die GluTR wird auch ohne diese Substratselekto-
ren von den Clp Proteasen mittels der Chaperone, die generell Substrate bzw. Substratselektoren
mit Hilfe ihrer N-terminalen Domäne erkennen (Striebel et al. 2009), als Substrat identifiziert
(Kap. 4.3.2).
Die N-terminale Region der GluTR1 ist auch an der Interaktion mit GBP beteiligt (Kap. 4.3.3).
GluTR-Proteine, die an GBP gebunden vorliegen, können nicht von Proteinen des Clp Pro-
tease Systems erkannt werden. Die konkurrierende Interaktion von Proteinen des Clp Protease
Systems und GBP um dieselbe Bindestelle der GluTR ermöglicht vermutlich eine kontrollierte
Proteolyse der GluTR. Die Bedeutung eines kontrollierten Proteinabbaus der GluTR-Proteine
während der Dunkelheit wird bei Arabidopsis-Pflanzen deutlich, die anstelle der GluTR1 ein
N-terminal verkürztes Enzym exprimieren. In den A1∆HBD-Linien führt die erhöhte Akkumu-
lation der verkürzten GluTR1 aufgrund der mangelnden Erkennung durch Clp Proteasen zu
einem nekrotischen Phänotyp nach längeren Dunkelphasen (Kap. 4.3.2). Neben der schützenden
Funktion des GBP beim Abbau der GluTR verhindert die Bindung eines kleinen Anteils an
GluTR1/GluTR2 an die Membran durch GBP vermutlich die FLU-vermittelte Repression der
GluTR und ermöglicht eine fortlaufende ALA-Synthese zur Bereitstellung von Häm (Czarnecki
et al. 2011) im Dunkeln.
Die GluTR2 weist im Vergleich zur GluTR1 eine geringere Stabilität im Dunkeln auf, wodurch
einer Akkumulation von Pchlid aufgrund der fehlenden Repression der GluTR2 durch FLU
vorgebeugt wird (Kap. 4.2.5).
Zhao et al. (2014) postulieren eine aktivitätssteigernde Funktion des GBP auf die GluTR1. Diese
wurde im Modell nicht berücksichtigt und müsste zudem durch weitere Experimente bestätigt
werden. Eine FLU-vermittelte Repression der ALA-Synthese während der Lichtphase, die von
Goslings et al. (2004) postuliert wird, wurde in diesem Modell nicht berücksichtigt und konnte
zudem in dieser Arbeit nicht eindeutig bestätigt werden (Abb. 3.16; Kap. 4.2.2). Des Weiteren
ist ungeklärt, ob Häm eine Rolle in der Regulation der GluTR spielt. Eine mögliche indirekte
feedback-Regulation der GluTR durch Häm wird in Kapitel 4.3.4 diskutiert, jedoch nicht in Ab-
bildung 4.2 berücksichtigt. Generell sind weitere Experimente notwendig, um einzelne Aspekte
dieses Modells zu verifizieren. Außerdem ist unklar, inwieweit dieses Modell auf Gymnospermen
und Grünalgen übertragen werden kann, da in diesen Organismengruppen eine lichtunabhängige
Reduktion von Pchlid die Chl- und Hämsynthese im Dunkeln ermöglicht. Die in Abbildung 4.2
postulierte Funktion des GBP in der Sicherung der Hämsynthese im Dunkeln würde daher nur
für Angiospermen gelten.
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Anhang
Anhang
Abb. A.1: Schematische Skizze der pJA-Plasmide. Dargestellt sind die Plasmide
pJA_1.1 (A) und pJA_1.2 (B), die aus dem Vektor pCAMBIA3301 gewonnen wurden. Sie
beinhalten den Promotor und die UTRs von HEMA1 (pJA_1.1) bzw. den Promotor von
HEMA2 und die UTRs von HEMA1 (pJA_1.2). Zwischen den UTR-Sequenzen liegen die Re-
striktionsschnittstellen AscI und Sbf I, die bei der Klonierung genutzt wurden (Kap. 2.2.6.8).
Des Weiteren besitzen die Plasmide das Gen aadA zur Selektion transformierter E. coli- und
A. tumefaciens-Zellen mit Hilfe des Antibiotikums Kanamycin (Kap. 2.2.2, Kap. 2.2.3) sowie
das bar-Gen zur Selektion transgener Pflanzen mit BASTA™(Kap. 2.2.4).
Abb. A.2: Wurzelausbildung verschiedener HEMA-Mutanten. Col-0 und knockout-
Mutanten von HEMA1 und HEMA2 wurden für 10 d auf zuckerhaltigem MS-Medium unter
Kurztagbedingungen angezogen. Dabei wurden die Platten senkrecht zum Licht ausgerichtet,
um das Wachstum der Wurzeln sichtbar zu dokumentieren.
Abb. A.3: Schematische Darstellung von HEMA1 mit den verwendeten Oligonu-
kleotiden. HEMA1 besteht aus zwei Introns (weiße Boxen) und drei Exons (graue Boxen).
Die in dieser Arbeit untersuchten hema1 -Mutanten haben eine T-DNA Insertion (Dreieck)
im dritten Exon. Dargestellt als Pfeile sind die in PCRs verwendeten Oligonukleotide zum
Nachweis des endogenen HEMA1 -Gens sowie der T-DNA Insertion (Tab. 2.3).
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Abb. A.4: Wurzelausbildung der Linien A1 und A2. Dargestellt sind 10 d alte Keimlinge
von Col-0, hema1 und den Linien A1, A2 #1 und A2 #2. Die Pflanzen wurden unter Kurz-
tagbedingungen auf zuckerhaltigen MS-Platten, die senkrecht zum Licht ausgerichtet waren,
angezogen.
Abb. A.5: Aminosäuresequenz der Arabidopsis-GluTR1. Dargestellt ist die AS-
Sequenz der GluTR1 aus Arabidopsis mit der von Vothknecht et al. (1998) posulierten HBD
(unterstrichen). Die TP-Sequenz wurde mit Hilfe von TargetP 1.1 ermittelt und ist grün
markiert. Die in dieser Arbeit entfernten Aminosäuren der N-terminal verkürzten GluTR1
(GluTR1∆HBD in den Linien A1∆HBD #1 und A1∆HBD #2) sind in magenta wiedergege-
ben.
Abb. A.6: PCR-Analyse genomischer DNA und cDNA von Col-0. Gesamt-DNA
und -RNA 28 d alter Wildtyppflanzen von Arabidopsis wurden extrahiert. Die RNA wurde
in cDNA umgeschrieben (cDNA) und zusammen mit der Gesamt-DNA (DNA) sowie Wasser
(H2O) als Kontrolle jeweils in PCRs mit genspezifischen Oligonukleotiden (Tab. 2.7) eingesetzt.
Die PCR-Produkte wurden im 1 %igen Agarosegel zusammen mit einem DNA-Marker zur
Größenstandardisierung aufgetrennt. Die Größen der jeweiligen Amplikons (A3_qRT_fw &
A2_qRT_rev, 1012 bp bzw. 762 bp) sind gekennzeichnet.
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Abb. A.7: Alignment pflanzlicher und bakterieller GluTR-Proteine. Dargestellt ist
das mit Hilfe von MultAlin 5.4.1 (Tab. 2.5) durchgeführte Alignment aus GluTR-Sequenzen
(ohne TP) von: Ath – A. thaliana (P42804), Bsu – Bacillus subtilis (WP_004399038), Cvi –
Chlorobium vibrioforme (AAC61856), Eco – E. coli (WP_001295619), Hvu – Hordeum vulgare
(Q42843), Mka – M. kandleri (Q9UXR8), Nta – N. tabacum (CAN88916), Zma – Zea mays
(XP_008644739).
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